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Une approche afin de produire les différentes conformations de caspase-7 tout en 
contrôlant l'induction de l'apoptose 
Par 
Alexandre Tremblay 
Département de pharmacologie 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 
l'obtention du diplôme de maitre ès sciences (M. Se.) en pharmacologie, Faculté de 
médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, 
Canada, J1H 5N4 
La caspase-7 est membre d'une famille de protéases à cystéine comprenant les 
caspases apoptotiques initiatrices (caspases-8, -9 et -10) et exécutrices (caspases-3, -6 et -
7). Les caspases exécutrices sont clivées par les caspases initiatrices lorsqu'il y a 
activation de l'apoptose, que ce soit par la voie extrinsèque (récepteurs de mort) ou par la 
voie intrinsèque (mitochondriale) d'activation des caspases. La caspase-7 se retrouve sous 
forme de dimère dans la cellule et le clivage du connecteur inter-domaine (CID), qui 
sépare le domaine catalytique en deux sous-unités, à un des 2 sites d'activation permet à 
l'enzyme le passage de l'état zymogène (inactif) à l'état actif par un changement de 
conformation qui amène la création de la pochette de liaison du substrat et l'organisation 
du site catalytique. Lors de l'activation de la caspase-7, un peptide de 23 résidus situé en 
N-terminal est également clivé. Le dimère de caspase-7 présente alors des résidus N-
terminaux différents de ceux de la caspase-7 zymogène. Les nouvelles extrémités ainsi 
formées pourraient changer la stabilité de la caspase-7 par la règle "N-end rule", une règle 
qui met en relation la demi-vie d'une protéine avec le résidu qu'elle présente en N-
terminal. Cette voie de dégradation passe par l'ubiquitinylation de la protéine selon 
l'extrémité N-terminale présentée. 
Afin de reproduire de manière contrôlée les différentes formes de la caspase-7 
produites lors de son activation, un site de clivage par la protéase TEV [ENLYFQ|(S/A)] 
a été stratégiquement intégré afin d'imiter les différentes possibilités de clivage dans le 
CID de la caspase-7, soit un clivage au site 1 seulement, un clivage au site 2 seulement ou 
un double clivage. Ceci a été effectué de manière à conserver les résidus N-terminaux 
normalement obtenus lors du clivage de la caspase-7 à ces différents sites. Les 
constructions ont été optimisées afin de préserver l'activité protéolytique des différents 
mutants de caspase-7 lorsque clivés par la protéase TEV tout en modifiant le moins 
possible la longueur du CID. Les constructions de la caspase-7 sont clivables par la 
protéase TEV in vitro et in cellulo et causent la mort cellulaire par apoptose. De plus, la 
demi-vie cellulaire de la protéine semble être altérée par ses différents clivages. En 
conclusion, nous avons développé un outil intéressant pour l'étude de la caspase-7 qui 
peut être appliqué à plusieurs autres situations biologiques. 
Mots clés : apoptose, caspase, N-end rule, protéasome, protéase TEV 
An approach to produce the différent molecular forms of caspase-7 while controlling 
the induction of apoptosis 
By 
Alexandre Tremblay 
Department of Pharmacology 
Master's Thesis submitted to the Faculty of Medicine and Health Sciences for graduation 
as Master of Science (M. Se.) in pharmacology, Faculty of Medicine and Health Sciences, 
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Caspase-7 is a member of a family of cysteine proteases that includes apoptotic 
initiators (caspases-8, -9 and -10) and executors (caspases-3, -6 and -7). During apoptosis, 
executioner caspases are cleaved by initiator caspases either by the extrinsic (death 
receptors) or by the intrinsic (mitochondrial) pathway of caspase activation. Caspase-7 is 
an obligate dimer in the cell and cleavage of the interdomain connector (IDC), which split 
the catalytic domain in two subunits, at either site 1 or site 2 allows the conversion of the 
enzyme from the zymogen (inactive) state to the active state through a conformation 
switch that leads to the création of a substrate binding pocket and the catalytic site. During 
caspase-7 activation, a 23-residue N-terminal peptide is also cleaved. Consequently, 
caspase-7 displays différent N-terminal residues from those of its zymogen. This can 
change the stability of caspase-7 according to the N-end rule, which relates the half-life of 
a protein with the residue presented at its N-terminus. This dégradation pathway controls 
the ubiquitination of the protein based on the N-terminus. 
To replicate the différent forms of caspase-7 produced during its activation process 
in a controlled manner, a TEV protease cleavage site [ENLYFQj(S/A)] was strategically 
inserted to mimic the différent possibilities of IDC cleavage: 1) cleavage at site 1 only, 2) 
cleavage at site 2 only, or 3) a double cleavage. This was done in order to obtain the N-
terminal residues normally presented during the cleavage of caspase-7. These 
constructions have been also optimized to preserve the proteolytic activity of the enzyme 
with as little change as possible to the length of the IDC. These constracts were cleaved 
by TEV protease in vitro and in cellulo and allowed the activation of apoptosis. 
Furthermore, the cellular half-life of caspase-7 seems to be changed by its cleavage. In 
conclusion, we have developed an interesting tool for the study of caspase-7. 
Keywords: apoptosis, caspase, N-end rule, proteasome, TEV protease 
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Un organisme vivant pluricellulaire doit contrôler le remplacement de ses cellules 
par la prolifération cellulaire pour compenser la mort de celles-ci. Différents types de 
mort cellulaire se différencient par la manière dont ils surviennent. Les deux principaux 
types observés sont la nécrose, une mort cellulaire causée par traumatisme, et l'apoptose. 
L'apoptose (du grec : apo - au loin et ptosis - chute en parlant des feuilles ou des pétales 
de fleurs) a d'abord été observée par Cari Christoph Vogt en 1842, qui étudiait le système 
nerveux en développement des têtards d'Alytes obstetricans, peut être défini comme la 
mort cellulaire programmée des cellules. Une description plus précise a été donnée en 
1885 par Walther Flemming lors d'études sur les follicules ovariens de lapin. Près de 100 
ans plus tard, les premières protéines responsables de ce processus de mort cellulaire ont 
été identifiées d'abord chez le nématode Caenorhabditis elegans (Ellis et Horvitz, 1986) 
et ensuite en lien avec la biosynthèse de l'interleukine-ip, une cytokine impliquée dans 
l'inflammation (Black et al., 1989). Les protéines identifiées se sont avérées être des 
homologues qui possèdent un rôle central dans l'apoptose et qui sont maintenant connues 
comme des membres de la famille des caspases, des protéases à cystéine, spécifiques pour 
un clivage des résidus aspartate, d'où leur nom (çystein aspartvl-specific proteases). 
L'apoptose est un mécanisme fortement régulé dont le but pourrait être résumé 
comme un démantèlement ordonné de la cellule comparativement à la nécrose. Il y a 
plusieurs différences entre ces deux types de mort cellulaire dont les suivantes. La 
membrane cellulaire reste intacte dans l'apoptose contrairement à la nécrose. C'est 
également un processus affectant les cellules au niveau individuel in vivo qui requiert de 
l'ATP comme source d'énergie. Au final, la cellule est phagocytée. La nécrose affecte 
zones complètes de tissus, ne requiert pas d'ATP et entraîne une réaction inflammatoire 
(Krysko et al., 2008). Du fait qu'on estime que plusieurs milliards de cellules meurent par 
apoptose tous les jours dans le corps humain (Nagata, 2010), il est primordial que ce 
mécanisme survienne sans inflammation, contrairement à la nécrose. Un manque 
d'apoptose chez un organisme peut amener différents problèmes allant de la syndactylie 
des membres (Flatt, 2005), un développement modifié des neurones tel qu'observé chez 
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des souris ne possédant pas le gène de la caspase-9 (Kuida et al., 1998) jusqu'au cancer 
qui, dans ce cas, implique des cellules ne répondant plus aux stimulus apoptotiques et 
antiprolifératifs de l'environnement. D'un autre côté, une apoptose excessive est observée 
dans diverses maladies neuro-dégénératives, auto-immunes (Nagata, 2010) ou bien dans 
les accidents ischémiques tel l'infarctus du myocarde (Saraste et al., 1997). Cette dernière 
constatation est récente puisqu'il était couramment admis que la nécrose était responsable 
de la mort cellulaire observée lors d'un infarctus. Cependant, il a été démontré que les 
conditions qui prévalent après un infarctus du myocarde, particulièrement l'hypoxie et 
Fischémie-reperfiision, peuvent induire l'apoptose (Saraste et al., 1997). En bref, il est 
estimé que l'apoptose a un rôle à jouer dans environ 70% des maladies humaines (Reed, 
1998). 
Plusieurs caractéristiques permettent d'identifier une cellule en apoptose. Au 
niveau nucléaire, il y a condensation de la chromatine suivie d'une fragmentation 
nucléaire et de la fragmentation internucléosomale du génome. Il y a ensuite 
bourgeonnement de la membrane plasmique et la formation de corps apoptotiques 
résultants de la fragmentation de l'ensemble de la cellule, plus particulièrement des 
organites et du noyau entourés de membrane. Ceux-ci facilitent la phagocytose par les 
phagocytes professionnels ou les cellules avoisinantes. Aussi, et possiblement le marqueur 
le plus précoce est le transfert du phosphatidylsérine sur le feuillet externe de la 
membrane plasmique opéré par une protéine nommée scramblase. Le phosphatidylsérine 
constitue un signal de phagocytose (signal eat me). Certains récepteurs des phagocytes 
lient le phosphatidylsérine grâce à une interaction indirecte. Certaines intégrines 
s'associent au phosphatidylsérine à l'aide de la protéine MFG-E8 tandis que le récepteur 
Mer utilise plutôt Gas6 (Erwig et Henson, 2008). Il y a également perte du potentiel 
mitochondrial durant l'apoptose (Saraste et Pulkki, 2000; Dispersyn et Borgers, 2001). 
Une autre caractéristique importante du phénotype apoptotique est l'activation des 
caspases puisque l'apoptose est décrite par certains comme la mort induite par les 
caspases (Vaux, 1999). Cependant ce dernier point fait débat dans la communauté 
scientifique puisque certains groupes étudient une mort cellulaire indépendante des 
caspases qu'ils nomment également apoptose. Celle-ci est dépendante de Bax et Bid, 2 
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protéines pro-apoptotique de la famille de protéines Bcl-2, et de la mitochondrie, mais 
utiliserait plutôt des cathepsines, calpaines et protéases à sérine comme protéases 
effectrices plutôt que les caspases (Constantinou et al., 2009). 
Lors de l'apoptose, une cellule décide donc de se suicider d'une manière efficace 
suite à des stimulus apoptotiques. Ce processus requiert de l'énergie et certaines protéines 
clivées, parmi la grande diversité de substrats, sont de grandes consommatrices d'énergie 
telle que la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP), impliquée dans la réparation des 
dommages à l'ADN. Elle est donc clivée dans le but de garder l'énergie disponible pour 
l'apoptose; il s'agit d'un clivage menant à l'inactivation de la protéine ciblée. En fait, 
plusieurs protéines sont inactivées par les caspases. Par exemple, ICAD (inhibitor of 
caspase-activated DNAse) est clivé majoritairement par la caspase-3 ce qui permet à CAD 
(caspase-activated DNAse) de cliver l'ADN (Wolf et al., 1999). Un autre exemple serait 
la sous-unité de 75 kDa du complexe respiratoire I de la mitochondrie qui est clivée, ce 
qui perturbe le transport des électrons (Ricci et al., 2004). Cependant, certaines sont 
activées par la protéolyse, ou du moins perdent des domaines de régulation. C'est le cas 
de ROCK I (Rho-associated kinase 1), une protéine contribuant normalement à la 
phosphorylation des chaînes légères de la myosine, à l'activité ATPase de la myosine et au 
couplage des filaments d'actine-myosine à la membrane plasmique. Une fois clivée au 
cours de l'apoptose, celle-ci forme une protéine tronquée active. L'activité de cette forme 
tronquée est nécessaire pour le bourgeonnement membranaire et pour la relocalisation de 
l'ADN fragmenté dans les corps apoptotiques (Coleman et al., 2001). La protéine kinase C 
ô, normalement impliquée dans la prolifération et la survie cellulaire, devient un stimulus 
irréversible de l'activation de l'apoptose une fois clivée par les caspases (Reyland, 2007). 
Enfin, une cellule est généralement considérée en apoptose lorsqu'expérimentalement elle 
démontre au moins trois des caractéristiques énumérées plus haut (Saraste et Pulkki, 2000; 
Dispersyn et Borgers, 2001; Galluzzi et al, 2009). 
1.2 Caspases 
Les caspases sont membres de la famille des protéases à cystéine du clan CD, qui 
comprend également la gingipaine, la légumaine et la séparase, et forment la famille C14 
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(Barrett et Rawlings, 2001). Les différents membres sont représentés à la figure 1. Celles-
ci peuvent être sous-divisées entre les caspases inflammatoires (caspases-1, -4, -5), les 
caspases apoptotiques initiatrices (caspases-2, -8, -9, -10), les caspases apoptotiques 
exécutrices (caspase-3, -6, -7) et la caspase-14. La même figure montre également Ced3, 
la seule caspase présente chez C. elegans, à titre de comparaison puisqu'elle a été la 
première découverte (Ellis et Horvitz, 1986). 
Caspases (Clan CD; family C14) 
























Recrutement/régulation Domaine catalytiqu» 















Connecteur interdomaine (CID) 
Figure 1 : Représentation schématique des membres de la famille des caspases 
Les différents membres de la famille des caspases humaines sont présentés et comparés à 
Ced3 de C. elegans. Ils ont tous en commun une grande (cyan) et une petite (bleu) sous-
unités, séparées par un connecteur interdomaine (CID). Différents domaines sont présents 
en N-terminal dont des domaines CARD (caspase activaîion and recruitment domain) en 
vert, des domaines DED (death effector domain) en jaune ou un peptide N-terminal, une 
partie du domaine N-terminal qui est clivé lors de l'activation des caspases exécutrices, en 
orange. 
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1.2.2 Caspases inflammatoires 
Chez l'humain, trois caspases inflammatoires (caspases-1, -4, -5) coexistent. Elles 
sont composées de trois parties principales: le domaine CARD (caspase activation and 
recruitment domain) en N-terminal, la grande et la petite sous-unité. Ces deux dernières 
sont séparées, comme toutes les caspases, par un connecteur interdomaine (CID) flexible 
qui est clivé lors de l'inflammation. Elles sont exprimées dans une grande variété de tissus 
mais particulièrement dans les monocytes (Martinon et Tschopp, 2007). Ces caspases sont 
présentes dans la cellule sous forme de monomères et sont activées par dimérisation via 
les petites sous-unités après leur recrutement par leurs domaines CARD. Cette 
dimérisation est initiée par l'inflammasome, un complexe multimérique de plus de 700 
kDa composée de plusieurs protéines différentes (Martinon et al, 2002). La caspase-1 est 
activée lors d'infection par certaines bactéries (Salmonella et Shigella) et elle clive ensuite 
des cytokines inflammatoires dont IL-ip ce qui les active (Fantuzzi et Dinarello, 1999). 
Dans certains cas, l'activation excessive des caspases inflammatoire entraine une mort 
cellulaire appelée pyroptose (Fink et Cookson, 2005). Les caspases -4 et -5 ont également 
un rôle à jouer dans l'activation de ces cytokines suite à l'inflammation (Luthi et Martin, 
2007). 
1.2.3 Caspases apoptotiques 
1.2.3.1 Caspases apoptotiques : les caspases initiatrices 
L'intégration des différents stimulus apoptotiques activera ou non les caspases 
initiatrices (caspases-2, -8, -9, -10). Leur activation entraînera celle des caspases 
exécutrices qui sont au cœur de la réponse apoptotique, formant ainsi une cascade 
protéolytique. Les caspases initiatrices possèdent un domaine d'interaction protéine-
protéine en N-terminal, soit le domaine CARD pour les caspases-9 et 2, soit le domaine 
DED (death ejfector domain) des caspases-8 et 10. Elles sont activées par dimérisation sur 
des plateformes oligomériques (Riedl et Salvesen, 2007). Le dimère est stabilisé par le 
clivage du CID, mais ce clivage n'est pas nécessaire pour l'activité de ces caspases, du 
moins in vitro. Effectivement, une étude récente à laquelle nous avons participée a 
démontré qu'm cellulo, le clivage de la caspase-8 est requis (Oberst et al., 2010). La 
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caspase-2 est celle qui a le plus de ressemblance avec Ced3, mais c'est également la 
caspase la moins caractérisée de ce groupe. Entre autres, la caspase-2 serait impliquée 
dans la réponse cellulaire aux dommages à l'ADN par p53. Elle est activée par 
dimérisation par un autre complexe multiprotéique nommé PIDDosome contenant la 
protéine PIDD (p53-induced protein with death domain) dont l'expression est contrôlée 
par p53 (Tinel et Tschopp, 2004). Les expériences actuelles n'ont pas déterminées un rôle 
clair dans la cellule pour cette caspase. Son rôle dans l'apoptose reste à déterminer 
puisqu'une partie de la communauté scientifique cherche un rôle initiateur de l'apoptose 
pour cette caspase tandis que pour d'autres son rôle se limite au mieux à l'amplification 
de l'apoptose, si elle en a bel et bien un (Krumschnabel et al., 2009). De manière 
intéressante, des sels kosmotropiques peuvent être utilisés afin de dimériser ces caspases 
in vitro (Boatright et al., 2003; Pop et al., 2008). Ces sels, tel le citrate de sodium, ont la 
capacité d'organiser les molécules d'eau, diminuant ainsi la solubilité des protéines 
(salting out). Le rôle des caspases-8, -9 et -10 sera discuté plus en détail dans la partie sur 
la voie d'activation des caspases. 
1.2.3.2 Caspases apoptotiques : les caspases exécutrices 
Les caspases-3, -6 et -7 forment le sous-groupe des caspases exécutrices. Elles 
sont responsables du clivage de nombreux substrats cellulaires critiques pour l'apparition 
des caractéristiques apoptotiques. Elles sont retrouvées sous forme de dimère à l'état 
zymogène et le clivage de leur connecteur interdomaine est essentiel à leur activation 
contrairement aux caspases initiatrices. Elles possèdent un relativement court domaine N-
terminal (30-60 résidus) qui contient, au lieu d'un domaine d'interaction protéine-protéine, 
un court segment (23-28 résidus) nommé peptide N-terminal. Le clivage du peptide N-
terminal de la caspase-7 semble essentiel pour son activation efficace in cellulo, mais pas 
in vitro (Yang et ai, 1998; Denault et Salvesen, 2003b). Quant au peptide N-terminal des 
caspases-3 et 6, il semble avoir des rôles différents. En effet, d'autres rôles attribués au 
peptide N-terminal sont le silencing de la caspase-3 (Meergans et al., 2000) et de caspase-
6 (Cowling et Downward, 2002), la prévention de l'import nucléaire de la caspase-7 chez 
Xenopus (une famille de grenouille sub-saharienne) (Yaoita, 2002) ou un rôle de 
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chaperone (Pop et al., 2001). Lorsque ces caspases sont exprimées dans des bactéries, 
elles s'auto-activent ce qui permet de les produire en quantités appréciables (Denault et 
Salvesen, 2003b). 
Plus de 400 substrats de caspases ont été identifiés à ce jour (Luthi et Martin, 
2007). Ce sont aussi bien des protéines nucléaires, des protéines du cytosquelette que des 
protéines impliquées dans la signalisation (Dispersyn et Borgers, 2001). Certains de ces 
événements de clivage sont responsables des phénotypes apoptotiques observés. 
L'importance dans l'apoptose de plusieurs de ces substrats est encore sous étude, tout 
comme la caspase exécutrice responsable de leur clivage. Il est complexe de déterminer 
quelle caspase est responsable du clivage d'un substrat puisque leur activation est 
simultanée durant l'apoptose et que plusieurs substrats se sont avérés clivables par 
différentes caspases exécutrices (Luthi et Martin, 2007). Aussi, plusieurs études 
démontrent un certain niveau de redondance des différentes caspases exécutrices par 
rapport à leurs substrats. Un point rajoutant du poids à cette hypothèse est le fait que la 
délétion de la caspase-3 ou de la caspase-7 murine emmène une compensation par l'autre 
caspase (Lakhani et al., 2006). Cette redondance a mené à considérer la caspase-3 comme 
la caspase exécutrice majeure puisqu'en plus, elle est présente à une concentration 
cytosolique active plus élevée dans la cellule, soit environ 100 nM, tandis qu'il est estimé 
que de 20 à 40 nM de caspase-7 est activée pendant l'apoptose (Stennicke et al., 1999; 
Stennicke et Salvesen, 1999; Stoka et al., 2001). Ces deux caspases possèdent une plus 
grande capacité à induire l'apoptose que la caspase-6 (Gray et ai, 2010). Le rôle de cette 
dernière a surtout été observé dans des maladies neurologiques et pour le clivage des 
lamines nucléaires (Takahashi et al., 1996). 
1.2.4 Voies d'activation des caspases - concepts 
L'apoptose va influencer et être influencée aussi bien par le cycle cellulaire, la 
prolifération cellulaire, la régulation génique, la voie des kinases mitogéniques [Mitogen-
activated protein (MAP) kinases], les phénomènes inflammatoires que par les seconds 
messagers cellulaires. C'est donc un processus central de la cellule. Il est possible de 
résumer les deux grandes voies intrinsèque et extrinsèque par comparaison (Figure 2). 
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Pour la voie extrinsèque, dont l'initiation est à l'extérieur de la cellule, un ligand va se lier 
à un récepteur de mort cellulaire ce qui va entrainer la formation d'une plateforme 
oligomérique nommée DISC (death-inducing signaling complex) activant les caspases 
initiatrices 8 ou 10. Pour la voie intrinsèque, dont l'activation est interne à la cellule, la 
relâche du cytochrome c par la mitochondrie va emmener la formation d'une plateforme 
oligomérique nommée apoptosome ce qui activera la caspase initiatrice 9. Une fois 
TNF/Trail/FasL (cyfe/ATP) 
*•*»•••••••• 
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Phènotypes apoptotiques 
Figure 2 : Schéma conceptuel des deux voies apoptotiques 
L'activation des caspases initiatrices requiert la formation d'une plate-forme oligomérique 
qui dépend d'un stimulus extracellulaire (ligand) ou mitochondrial (cytochrome c). Une 
fois activées, les différentes caspases initiatrices peuvent activer les caspases exécutrices 
qui possèdent une multitude de substrats. Voir le texte pour une description des protéines 
impliquées. 
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activées, les différentes caspases initiatrices peuvent activer les caspases exécutrices. Ces 
dernières sont responsables du clivage d'une multitude de substrats apoptotiques ce qui 
conduit à l'apparition de phénotypes apoptotiques. 
1.2.4.1 Voies d'activation des caspases : voie extrinsèque 
Deux grandes voies d'activation de l'apoptose se retrouvent dans la cellule : la 
voie extrinsèque et la voie intrinsèque (Figure 3). La voie extrinsèque nécessite 
l'activation de la caspase-8 ou de la caspase-10. Cette voie a été le premier exemple d'une 
protéase activée directement par la liaison d'un récepteur. Celle-ci est initiée par la 
fixation d'un ligand extracellulaire soit : TNF-a ( Tumor necrosis factor-a), ligand Fas 
(FasL) ou Trail (TNF-related apoptosis-inducing ligand) sur les récepteurs de mort 
correspondants TNF-R1, CD95/Fas, TRAIL-R1 et TRAIL-R2 (Guicciardi et Gores, 
2009). La trimérisation subséquente de ces récepteurs permettra aux domaines de mort 
(DD, death domain) intracellulaire de ces récepteurs d'interagir avec les DD d'une 
protéine adaptatrice telle que FADD (Fas-associated protein with death domain) ou 
TRADD (Tumor necrosis factor receptor type 1-associated with death domain protein). 
Ces deux protéines vont permettre le recrutement des caspases-8 et -10 via le DED, un 
domaine retrouvé à la fois sur l'adaptateur et la caspase (Denault et Salvesen, 2002). Ces 
interactions entraînent la formation du complexe appelé DISC. 
Une régulation supplémentaire du récepteur DD est effectuée par Traf2 (TNF 
receptor-associated factor 2) qui interagit avec cIAP (cellular inhibitor of apoptosis) (Dai 
et al., 2009). Cette dernière possède un rôle d'ubiquitinylation sur RIP1, une protéine 
adaptatrice qui sert normalement de protéine d'échafaudage anti-apoptotique mais devient 
pro-apoptotique lorsqu'il y a un manque de cIAP (Bertrand et al., 2008). La protéine 
inhibitrice FLIP \full-length ICE (interleukin converting enzyme) inhibitory protein] 
interagit directement avec FADD au DISC et inhibe l'apoptose lorsque surexprimée 
(Irmler et al., 1997). Suite à leur dimérisation et activation par liaison sur le DISC, les 
caspases clivent (et activent) les caspases exécutrices. Elles clivent aussi Bid (BH3 
interacting domain death agonist) formant la protéine tBid (tronquée). Ce clivage aura 
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pour conséquence finale ta perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et 
peut ainsi activer la voie intrinsèque (voir section 1.2.4.2). 
Voie 
extrinsèque 
TNF, FasL. TRAIL 
Voie 
intrinsèque 
Figure 3 ; Schéma des voies apoptotiques présentées 
Les protéines-clés reliées aux voies extrinsèque et intrinsèque sont présentées. 
L'activation des caspases exécutrices requiert celle des caspases initiatrices ce qui requiert 
soit la liaison d'un ligand extracellulaire à un récepteur de mort ou la relâche de 
cytochrome c par la mitochondrie. Voir le texte pour une description exhaustive des 
protéines impliquées. 
Adapté de Cell Signaling Technology (http://www.cellsignal.com/pathwavs/apoptosis-
signaling.isp). 
La nécessité du clivage de Bid pour induire l'apoptose varie selon le type de 
cellules. Les cellules de type I, par exemple les lymphocytes, peuvent entrer en apoptose 
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indépendamment du clivage de Bid et de l'activation de la voie intrinsèque à partir de 
l'activation de la caspase-8. L'apoptose des cellules de type II, par exemple les 
hépatocytes et les cellules p du pancréas, est cependant dépendante de la voie intrinsèque 
initiée par le clivage de Bid. La nécessité de cette coactivation dépend principalement du 
niveau de XIAP (X-linked inhibitor ofapoptosis protein) dans la cellule (Jost et al., 2009), 
un inhibiteur de la forme active des caspases exécutrices 3 et 7 et de la caspase initiatrice 
9 (Deveraux et Reed, 1999; Shiozaki et al, 2003). 
1.2.4.2 Voies d'activation des caspases : voie intrinsèque 
La caspase-9 est activée par la voie intrinsèque. Cette voie est responsable de 
l'intégration de différents signaux intracellulaires comme les dommages à l'ADN et les 
espèces réactives de l'oxygène (ROS, reactive oxygen species) en plus de pouvoir être 
activée par tBid. En bref, le signal de danger intracellulaire affecte l'état basai des 
différentes protéines de la famille Bcl-2. Certains membres de la famille sont pro-
apoptotiques (Bad, Bak, Bax, Bok, Bim, Bik, BMF, BNIP3, HRK, tBid, Noxa et Puma) 
tandis que d'autres sont anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W, Mcl-1 et Al) (Chipuk et 
al, 2010; Tait et Green, 2010). Les interactions entre les différents membres de ces deux 
groupes sont complexes et hors de la portée de ce texte mais il est important de 
mentionner que c'est le débalancement au profit du clan pro-apoptotique, par l'expression 
de Noxa et Puma contrôlée par p53, qui enclenchera la voie intrinsèque (Tait et Green, 
2010). L'intégration de ces signaux à la membrane mitochondriale conduit à la 
perméabilisation des mitochondries lorsqu'il y a activation de l'apoptose et aux 
événements associés soient la libération du cytochrome c, de Smac (second mitochondria-
derived activator of caspases) et d'autres protéines mitochondriales dans le cytosol. Smac 
inhibe directement XIAP, un inhibiteur de certaines caspases (Du et al., 2000; Verhagen 
et al., 2000; Creagh et al, 2004). Le cytochrome c se lie à Apaf-1 (Apoptotic protease 
activating factor 1) et, en présence de dATP, forment une plateforme oligomérique 
appelée apoptosome qui recrute la caspase-9 et permet de l'activer par dimérisation. Apaf-
1 est une protéine monomérique soluble contenant un domaine CARD en N-terminal qui 
est capable de s'associer au domaine CARD de la capase-9 et une répétition de domaines 
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WD-40 en C-terminal. Les répétitions WD-40 inhibent l'oligomérisation d'Apaf-1 en 
absence de cytochrome c. La liaison de ce dernier à Apaf-1 permet un réarrangement 
structural en une structure heptamérique (Riedl et Salvesen, 2007). Une fois activée, la 
caspase-9 clive les caspases exécutrices. 
Une fois activée par une caspase initiatrice par le clivage de son CID, la caspase-3 
clive son propre peptide N-terminal afin d'acquérir sa pleine activité et clive aussi celui de 
la caspase-7 (Yang et al., 1998). D'une manière encore mal comprise, le clivage du 
peptide N-terminal permet à la caspase-7 d'être ensuite efficacement clivée à son CID par 
les initiatrices ce qui permet son activation (Denault et Salvesen, 2003b). Deux substrats 
particuliers des caspases exécutrices sont PARP (Tewari et al., 1995), une protéine 
énergivore impliquée dans la réparation de l'ADN, et l'inhibiteur de la DNase activée par 
les caspases (ICAD), qui inhibe une DNase dont l'activation entraine la fragmentation 
intemucléosomale de l'ADN (Enari et al., 1998; Sakahira et al., 1998; Kaufmann et al., 
2000). Quant à la caspase-6, les évidences actuelles suggèrent qu'elle subit un sort 
similaire à la caspase-3 (Cowling et Downward, 2002), mais cela reste à confirmer. 
1.2.4.3 Granzyme B 
Une voie alternative et supplémentaire à celles discutées plus haut et employée par 
le système immunitaire est celle de la granzyme B (GrB), qui est une protéase à sérine 
libérée par les cellules T cytotoxiques et les cellules tueuses naturelles (NK). Sa 
préférence de substrat pour l'acide aminé aspartate est unique chez les protéases à sérine 
et rappelle celle des caspases (Trapani et Sutton, 2003). Les lymphocytes T cytotoxiques 
et les cellules tueuses naturelles libèrent à l'aide de lysosomes de sécrétion, conjointement 
à GrB, une protéine appelée perforine et qui est nécessaire à l'entrée de cette dernière dans 
la cellule (Buzza et Bird, 2006). GrB peut cliver plusieurs caspases ainsi que certains 
substrats des caspases tels que PARP et ICAD (Andrade et al., 1998; Thomas et al., 
2000). Elle peut également cliver Bid provoquant ainsi la relâche du cytochrome c 
(Alimonti et al., 2001). Cependant, le meilleur substrat connu de la GrB est la caspase-7 
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avec un kcJKM app. de ~9xl0 M" s" (une des réactions protéase-substrat les plus rapide 
connue) créant un lien direct entre son injection dans le cytosol de la cellule et une 
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caspase exécutrice (Zhou et Salvesen, 1997). Enfin, la GrB, et d'autres granzymes, 
pourraient également être impliquées dans l'apoptose indépendante de l'activation des 
caspases (Bots et Medema, 2006). 
1.2.5 Caspase-7 
La caspase-7 (EC 3.4.22.60) est une des trois caspases exécutrices responsables du 
clivage d'une multitude de substrats apoptotiques dans la cellule. L'expression excessive 
de la caspase-7 a été corrélée avec la mort cellulaire observée dans les maladies 
d'Alzheimer (Matsui et al., 2006) et d'Huntington (Hermel et al., 2004), deux maladies 
neurodégénératives. De plus, certains polymorphismes à nucléotides uniques (SNP, single 
nucleotide polymorphism) dans la séquence du gène de la caspase-7 ont été reliés à 
l'arthrite rhumatoïde (Teixeira et al., 2008) et au diabète de type 1 (Babu et al., 2003). 
Elle pourrait également avoir un rôle dans la défense immunitaire puisque son activation 
restreint l'infection à Legionella pneumophila (Akhter et al., 2009). La caspase-7 est une 
protéine de 35 kDa qui se retrouve sous forme de dimère (70 kDa) dans la cellule aussi 
bien sous la forme zymogène qu'active. Elle contient un domaine N-terminal et un 
domaine catalytique formé d'une grande et d'une petite sous-unité. Comme toutes les 
autres caspases, ces deux dernières sont séparées par un connecteur interdomaine (CID) 
(Figure 4). Il est possible d'exprimer un mutant de la caspase-7 ne possédant plus le 
peptide N-terminal, une sous-section contenue dans le domaine N-terminal, sans changer 
son activité, du moins in vitro (Stennicke et Salvesen, 1999; Denault et Salvesen, 2003b). 
Nous nommerons ce mutant MAANCaspase-7. Ce mutant de la caspase-7 commence par 
une méthionine au site de clivage du peptide N-terminal normal suivi du reste de la 
protéine normalement exprimée, soit une alanine directement après la méthionine 
initiatrice. Il y aura récupération de la méthionine et la protéine exprimée commencera 
directement par une alanine comme lors du clivage du peptide N-terminal de la caspase-7 
de type sauvage. Le clivage de ce domaine est nécessaire pour l'activation efficace in 
cellulo de la caspase-7 même si son rôle exact reste à déterminer (Denault et Salvesen, 
2002; Denault et Salvesen, 2003b). D'autres points d'intérêts particuliers sont également 
représentés dans cette figure tel que la cystéine catalytique à la position 285 (basé sur la 
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numérotation structurale de la caspase 1) qui peut être mutée en alanine afin d'obtenir un 
mutant inactif de la caspase-7 (Riedl et ai, 2001). Le connecteur interdomaine possède 
deux sites de clivage soit le site 1 (IQADi) et le site 2 (NDTDi). Les différentes caspases 
initiatrices ont une efficacité de clivage de la caspase-7 variable au site 1 et au site 2. Le 
clivage d'un des deux sites est nécessaire pour l'activation de la caspase-7 mais une 
préférence de clivage a été observée pour le site 1. Le rôle exact des différents sites de 
clivage du connecteur interdomaine reste cependant à élucider. Les caspase-8, -9 et -10 
possèdent une capacité d'activation de la caspase-7 semblable tandis que la caspase-2 est 
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Figure 4 : Représentation de la caspase-7 et de son connecteur interdomaine (CID) 
La séquence primaire du CID est présentée. Les deux sites de clivages sont en gras avec 
l'acide aminé PI du clivage souligné. La cystéine catalytique 285 pouvant être mutée en 
alanine afin de rendre la caspase inactive est annotée. Le clivage du peptide N-terminal est 
représenté par le mutant l'imitant, soit MAANCaspase-7. 
25 
En résumé, l'activation de la caspase-7 requiert le clivage de son peptide N-
terminal ainsi que le clivage du CID. La protéolyse du CID emmène un changement de 
conformation tel que présenté à la figure 5. Dans cette figure, un dimère de caspase-7 est 
présenté avec une unité catalytique (monomère) en couleur et l'autre en tons de gris. Pour 
chaque unité catalytique, la grande sous-unité est foncé (bleu ou grise) tandis la section de 
la petite-sous-unité est plus pâle (cyan ou blanche). Un constat frappant est le fait qu'il 
existe plusieurs boucles non structurées dans la forme inactive comparé à la forme active, 
qui n'en présente aucune, à part quelques résidus du CID. La forme inactive de la caspase-
7 montre les résidus cystéine catalytiques (rouge) plus enfouies dans la molécule que pour 
la forme activée. Le connecteur interdomaine (jaune) qui comprend les deux sites de 
clivage (magenta) est une région peu structurée. Il est possible de remarquer que le site 1 
semble plus accessible que le site 2 pour la structure de la caspase-7 inactive. La forme 
active de la caspase-7 présentée montre un réarrangement de la protéine qui permet la 
formation d'une pochette de liaison du substrat avec la cystéine catalytique bien en 
évidence (Riedl et al., 2001). Basé sur ces observations, les études mentionnées dans cette 
introduction et de récents travaux issus de notre laboratoire (Boucher et al., 2011), il est 
suggéré que le domaine N-terminal soit clivé en premier suivi du clivage au site 1 et 
ensuite du clivage au site 2. 
1.2.5.1 Stabilité protéique de la caspase-7 
Il y a différentes formes moléculaires de la caspase-7 qui sont retrouvées lors du 
processus apoptotiques et plusieurs points à propos du rôle des différents événements de 
clivage restent à déterminer. Comme il a été mentionné plus haut, la caspase-7 subit trois 
événements de clivage lors de son activation, soient le clivage du peptide N-terminal et les 
deux clivages dans le CID. Le clivage du peptide N-terminal étant nécessaire à son 
activation, il survient avant le clivage du CID. Basé sur ces connaissances, cinq formes de 
la caspase-7 in vivo peuvent être identifiées. La forme pleine longueur (PL) correspond à 
la caspase-7 de type sauvage sans clivage (forme 1). L'expression d'une caspase-7 ne 
possédant plus le peptide N-terminal est possible tel que mentionné plus haut et nous 
l'appelons MAANCaspase-7 (forme 2). Différents clivages dans le CID peuvent ensuite 
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subvenir une fois le peptide N-terminal clivé. Un clivage unique au site 1 ou bien au site 2 
(formes 3 et 4) peut survenir après activation par les caspases initiatrices. Cependant, le 
clivage au site 1 semble favorisé vu la préférence de clivage observée (Denault et al., 
2006; Boucher et al, 2011). Enfin, un double clivage des sites 1 et 2 peut aussi être 










Figure 5 : Structure des formes inactive (gauche) et active (droite) de la caspase-7 
Le dimère de la forme inactive et active de la caspase-7 sont présentés avec les deux 
unités catalytiques (une en couleur et l'autre en tons de gris). Chacune possède une grande 
sous-unité (bleu ou gris foncé) et une petite sous-unité (cyan et blanc). Les résidus 
cystéine catalytiques sont représentés en rouge et les deux sites de clivage (magenta ou 
rose) avec le site 1 aux extrémités et le site 2 replié vers l'intérieur de la protéine. Les 
régions ne présentant pas de structure définie (jaune ou orange) avaient été modélisées par 
les auteurs. Forme inactive : PDB 1GQF (Riedl et al, 2001); forme active : PDB 1F1J 
(Wei et al., 2000). 
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Un point qui n'a pas été étudié et qui pourrait varier selon les différentes formes 
moléculaires de caspase-7 est la stabilité de la protéine dépendamment de son état de 
clivage. En effet, des travaux réalisés précédemment ont déjà proposé que la demi-vie de 
la caspase-7 est altérée par le clivage de son domaine N-terminal (Tenev et al., 2005). 
D'autres études ont démontré que le domaine RING (Really Interesting New Gené) de 
l'inhibiteur cIAP possède une activité E3 ligase de l'ubiquitine et peut ubiquitinyler les 
caspases-3 et -7 entrainant leurs dégradations subséquentes par le protéasome (Huang et 
al., 2000). Une étude a également démontré une inhibition variable de la caspase-7 par la 
région BIR2 de XIAP dépendamment du site de clivage (Scott et al., 2005). En effet, 
l'affinité (AT,) de ce domaine pour la caspase-7 clivée au site 2 est de plus de 10 fois 
supérieure à celle observée lorsque le site 1 est clivé. Il est donc possible que l'affinité 
variable de XIAP aille un lien avec l'ubiquitinylation de la caspase-7 dépendamment des 
différentes formes de celle-ci. 
Une règle mise en évidence pour le contrôle de la demi-vie protéique est la "N-end 
rule" (Bachmair et al., 1986; Gonda et al., 1989; Varshavsky, 1997). D'après celle-ci, 
l'ubiquitinylation des résidus lysine d'une protéine dépend, entre autre, des résidus N-
terminaux présentés par celle-ci. Certains résidus sont reconnus comme étant déstabilisant 
par une ligase E3a de l'ubiquitine. Cette ligase, qui transfère l'ubiquitine, une protéine de 
8,5 kDa (76 acides aminés), sur un résidu lysine de la protéine cible utilise le système de 
conjugaison HsUbc2/E2i4 kb (Hershko et al., 1983; Baboshina et al., 2001). D'un autre 
côté, des résidus stabilisant sont également connus. Cette règle influençant la demi-vie 
protéique a été observée aussi bien chez les procaryotes que les eucaryotes. Ces différents 
points nous laissent à penser qu'un des rôles des sites de clivage de la caspase-7 pourrait 
être relié à la stabilité protéique de celle-ci. Basé sur ces données, il semble intéressant de 
pouvoir contrôler les différents états de clivage de la caspase-7. 
1.3 Protéase TEV 
Afin de pouvoir étudier les différentes formes de la caspase-7 retrouvées lors de 
l'apoptose sans devoir activer celle-ci, l'utilisation d'une protéase contrôlant le clivage de 
la caspase-7 dans la région du connecteur interdomaine (CID) a été explorée. La protéase 
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TEV provenant du virus de la mosaïque du tabac, un potyvirus infectant les plantes, a été 
utilisée. Cette protéase est essentielle à l'internalisation du virus chez la plante et son 
inclusion nucléaire. Le génome du virus de la mosaïque du tabac encode une polyprotéine 
de 346 kDa qui subit plusieurs événements de maturation post-traductionnels (Allison et 
al., 1986). La protéase TEV est une des responsables du clivage de la polyprotéine. Sa 
séquence de clivage est E-Xa.a.-Xa.a.-Y-Xa a -Q|Xa a. avec une variabilité relative aux acides 
aminés représentés par Xaa.- Cette séquence est beaucoup plus spécifique que d'autres 
protéases couramment utilisées pour cliver des protéines de fusion telles que la thrombine, 
l'entérokinase et le facteur Xa de coagulation (Nallamsetty et al., 2004). Cette spécificité 
s'accompagne aussi d'une activité catalytique relativement faible, ce qui ajoute à sa 
sélectivité puisque seulement les meilleures séquences seront attaquées. La séquence 
consensus la plus utilisée est ENLYFQJ,(G/S/A) et est très proche de celle retrouvée dans 
la polyprotéine qu'elle clive normalement. Certains chercheurs ont donc pensé à l'utiliser 
comme outil moléculaire afin de contrôler le clivage d'une protéine mutée intégrant un 
site de clivage par cette protéase. L'expression bactérienne de la protéase TEV (Parks et 
al., 1995) a permis son utilisation afin d'enlever des étiquettes de purification au départ et 
ensuite dans différentes études afin de cliver des protéines chez la levure (Uhlmann et al., 
2000) et la drosophile (Pauli et al., 2008). Plus récemment, elle a également été utilisée 
dans un contexte in cellulo (Wehr et al., 2008; Williams et al., 2009; Gray et al., 2010). 
Une particularité peu désirable de la protéase TEV est sa faible solubilité. Pour remédier à 
ce problème, des mutations (L56V et S135G) qui augmentent la solubilité de la protéase 
TEV d'un facteur >25 ont été identifiées, tout en préservant son activité (Cabrita et al., 
2007). Une autre approche utilisée afin de palier à ce problème est d'humaniser les codons 
de la protéase TEV afin d'augmenter son expression puisque différents codons sont 
préférentiellement utilisés dépendamment de l'organisme l'exprimant (Ikemura, 1982; 
Kalwy et al., 2006; Maertens et al., 2010). 
1.4 But de l'étude 
Le but de la présente étude était de créer des mutants de la caspase-7 dont le 
clivage peut être contrôlé sans activation des voies apoptotiques, donc d'aucune autre 
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caspase. Ceci permettrait aussi d'obtenir différentes formes moléculaires de la caspase-7 
sans enclencher tous les processus survenant lors de l'apoptose. Pour y arriver, le site de 
clivage reconnu par la protéase TEV sera stratégiquement intégré en lieu des sites usuels 
de clivage (site 1 et site 2) afin de recréer les 5 formes moléculaires reconnues de la 
caspase-7 (voir section 1.2.5.1). Ces formes sont : 
1) pleine longueur (PL) 
2) sans le peptide N-terminal, MAAN 
3) MAAN clivée au site 1 
4) MAAN clivée au site 2 
5) MAAN clivée aux 2 sites 
Ces différentes constructions seront utilisées pour la production de protéines 
recombinantes afin de bien caractériser leur clivage dans des conditions contrôlées et 
d'analyser leurs paramètres cinétiques (kcat, Km, Ko/Km). Une attention particulière sera 
portée à la conservation de l'activité catalytique de la caspase-7 chez les constructions 
pouvant être activées, un gage de la conservation de sa structure. Aussi, des plasmides 
d'expression eucaryotiques seront générés afin d'étudier le clivage par la protéase TEV in 
cellulo. Dans un premier lieu, toutes les caspase-7 générées porteront la mutation 
d'inactivation catalytique C285A afin que leur clivage ne mène pas à la mort cellulaire. 
Ensuite, les versions actives seront utilisées. Le test ultime de l'activation étant de vérifier 
la capacité des mutants clivés à activer l'apoptose dans un modèle cellulaire. À cette fin, 
différents tests seront effectués afin de confirmer cette capacité. 
L'objectif était donc de créer ces outils qui pourront servir par la suite à l'étude des 
sites de clivage de la caspase-7. A cet effet, nous présentons aussi quelques expériences 
exploratoires réalisées afin d'étudier la stabilité de la protéine dépendamment de son état 
de clivage. Le choix de réaliser les expériences sur la caspase-7 particulièrement est en 
grande partie dû à l'expertise déjà présente. Les expériences devraient être répliquées avec 
les deux autres caspases exécutrices pour comparaison dans un avenir rapproché. 
Matériel et méthodes 
Les différents produits chimiques utilisés proviennent de Sigma-Aldrich (St-Louis, 
MI) ou de laboratoire MAT (Québec, QC). Les différentes enzymes de modification de 
l'ADN proviennent de New England Biolabs (Ipswich, MA) ou Roche Diagnostics 
(Basel, Suisse). Le substrat de caspase AcDEVD-afc provient d'Enzo Life Sciences 
(Plymouth Meeting, PA) et l'inhibiteur de caspase z-VAD-fmk (benzyloxycarbonyl-Val-
Ala-Asp-fluorométhylcétone) provient de MP Biomedicals (Irvine, CA). Le 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside (X-Gal) et tous les produits de culture 
cellulaire communs proviennent de Wisent (Saint-Bruno, QC) mis à par les agents de 
transfection Lipofectamine 2000 qui provient d'Invitrogen (Carlsbad, CA) et Fugene 6 qui 
provient de Roche Diagnostics. Le cycloheximide (CHX) provient de Calbiochem (Merck 
KGaA, Darmstadtm Allemagne). L'annexine V provient de MBL International (Woburn, 
MA). Les membranes de polyfluorure de vinylidène (PVDF) proviennent de Millipore 
(Billerica, MA) et le révélateur de péroxydase Supersignal West Pico provient de Thermo 
Fisher Scientific (Whaltham, MA). Les inhibiteurs de protéase 1,10-orthophénanthroline, 
3,4-dichloroisocoumarine (DCI), E-64, leupeptine et MG-132 proviennent de Sigma-
Aldrich. 
2.1 Constructions plasmidiques 
2.1.1 Constructions plasmidiques de caspase-7 
Un vecteur pET-23b(+) (Novagen de Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne) dans 
lequel est inséré (Nde I + Xho I) l'ADNc de la caspase-7 humaine (numéro d'accès 
GenBank ACC51152, Uniprot P55210) a été utilisé comme matrice pour toutes les 
constructions. Celui-ci possède un épitope polyhistidine qui a été ajouté après le site de 
restriction Xho I en 3' (LEHHHHHH). Il a été utilisé afin de créer le vecteur pET-
23b(+)/MAANCaspase-7 correspondant à la délétion des 23 premiers acides aminés de la 
caspase-7 (Denault et Salvesen, 2003b). La trousse Expand high fidelity PCR system 
(Roche Diagnostics) a été utilisée afin d'obtenir les constructions retrouvées au tableau 1, 
réalisées par réaction de polymérisation en chaine (PCR, polymerase chain reaction) par 
chevauchement en utilisant une paire d'amorces externes et une paire d'amorces de 
mutagénèse (voir Tableau 1). Les produits d'amplifications ont été traités avec les 
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enzymes de restriction Apa I et Xho I et l'intégration des produits a été fait dans le 
vecteur, digéré similairement, à l'aide de l'ADN ligase du bactériophage T4. Ces 
différents mutants de la caspase-7 ont également été faits à partir d'un vecteur pET-
23b(+)/Caspase-7C285A (C285A dénote la mutation de la cystéine catalytique de la 
caspase-7, numérotation structurale de la caspase 1) afin d'obtenir une version inactive. 
Le sous-clonage de sous-régions ou des ADNc complets des différents mutants de la 
caspase-7 a été effectué dans le vecteur pCDNA3XI/Caspase-7XFLAG, un vecteur 
permettant l'expression dans les cellules eucaryotes en fusion avec un épitope FLAG 
(LEDYKDDDDK). 
2.1.2 Construction plasmidique protéase Tev 
Basé sur des travaux antérieurs (Cabrita et al., 2007), un mutant augmentant la 
solubilité de la protéase TEV a été créé en modifiant les résidus L56V et S135G. La liste 
des différentes amorces se retrouve au Tableau 1. Ce double mutant a été créé à partir de 
pCDNA3HIII/V5-TEV (disponible dans le laboratoire), un vecteur pCDNA3 modifié 
permettant l'expression de la protéase TEV en fusion avec l'épitope V5 
(MGKPIPNPLLGLDST) en N-terminal. Cette construction a été nommée 
pCDNA3HIII/V5TEVmutsol. Une version humanisée de la protéase TEV dans le vecteur 
pCDNA3 a été utilisée pour certaines parties des résultats a déjà été décrite (Oberst et al., 
2010). Toutes les constructions ont été validées par séquençage et les plasmides amplifiés 
dans des Escherichia coli (E. coli) DH5a. 
Tableau 1 : Liste des amorces utilisées afin de créer les différentes constructions 
Constructions Amorces* 
pET-23b(+)/ Caspase-7Tevl A 
TevlAf : GGGACCGAGCTTGATgaaaacctgtactttcag 
TCGGGGCCCATTAATGAC 
TevlAr : GTCATTAATGGGCCCCGActgaaagtacaggttttc 
ATCAAGCTCGGTCCC 
pET-23b(+)/ Caspase-7TevlB 




TevlAf + TevlC : 
AATGGGCCCCGActgaaagtacaggttttcGCCATCATCAAGCT 
CGGTCCC 






















C ACTTGTTT AG A AG AAAT AATGG A AC ACT agtgGTCC AA 
TCACTACATGGTG 
L56Vr : 








Amorce externe 5' 5' : TTA ATACG ACTC ACT ATAGG 
Amorce externe 3' 3' : CTAGTTATTGCTCAGCGG 
* Les nucléotides en minuscules sont ceux mutés. 
2.2 In vitro 
2.2.1 Expression des protéines recombinantes 
L'expression des différents mutants de la caspase-7 s'est faite dans la souche E. 
coli BL21(DE3)pLysS (Novagen) comme décrit précédemment (Denault et Salvesen, 
2003a). Brièvement, une préculture (50 ml) a servi à ensemencer (1-3 litres) de milieu 2x 
YT (1,6% tryptone, 1% extrait de levures et 0,5% NaCl) et induit avec 0,2 mM d'IPTG à 
30°C pour 10 hres d'expression lorsque la densité optique à 600 nm atteint 0,7. Après la 
récolte des bactéries par centrifugation, resuspension dans un tampon (50 mM Tris-HCl 
pH 8 et 100 mM NaCl) et une lyse par sonification, une purification par chromatographie 
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d'affinité au nickel a été effectuée. Une solution de 0,1M de nickel a été passée sur une 
résine Chelating Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, Little Chalfont, Royaume-Unis) 
afin de pouvoir lier l'épitope His des constructions de caspase-7. Un gradient d'imidazole 
0-200 mM a été utilisé pour éluer les protéines et les fractions d'intérêt ont été conservées. 
L'expression de la protéase TEV s'est faite de la même manière avec quelques 
différences. Le temps d'expression a été de 5 hres et la purification a été suivie d'une 
dialyse à 4°C contre un tampon de préservation (50 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM NaCl, 5 
mM dithiothréitol (DTT), 1 mM EDTA et 10% glycérol). Les protéines purifiées sont 
gardées à -80°C jusqu'à utilisation. La concentration protéique a été déterminée par 
spectrométrie à 280 nm pour la protéase TEV et les mutants de caspases-7 en utilisant la 
relation d'Edelhoch (Edelhoch, 1967). 
2.2.2 Essais enzymatiques 
La capacité de la protéase TEV à cliver les différents mutants de caspase-7 a été 
testée à 34°C avec 2 |ig de protéase TEV et 2 jag des différents mutants de la caspase-7 
dans un tampon d'essai TEV (50 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM DTT et 0,5 mM EDTA) 
pendant 1 hre. Les échantillons ont ensuite été séparés sur un gel de polyacrylamide 8-
18% dans un système de tampon ammédiol/glycine (Bury, 1981) (voir section 2.3.2 plus 
bas) et coloré avec GelCode Blue Coomassie stain (Thermo Fisher Scientific). 
L'activité des mutants de la caspase-7 (100 nM) clivés par la protéase TEV (1 fiM) 
a été déterminée dans un tampon d'essai (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 100 mM NaCl, 2 mM 
DTT et 0,5 mM EDTA) à 37°C pendant 2 hres en présence de 100 pM d'AcDEVD-afc. 
Le substrat AcDEVD-afc a préalablement été calibré en utilisant le coefficient 
d'extinction molaire de l'afc (7-amino-4-trifluorométhylcoumarine, £38o nm = 
12 600 M 'cm"1) libre obtenu par hydrolyse complète par la caspase-7 d'une quantité 
connue du substrat. 
L'activité catalytique des différents mutants actifs a été déterminée en clivant 2 
fi M de caspase-7 avec 20 |iM de protéase TEV dans le tampon d'essai TEV pendant 1 hre 
à 34°C. Puis, l'échantillon a été dilué 10 fois en ajoutant du tampon de caspase (10 mM 
Pipes pH 7.2, 100 mM NaCl, 10 mM DTT, 1 mM EDTA 10% sucrose et 0.1% Chaps). 
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Les paramètres enzymatiques ont été déterminés comme décrit dans la littérature 
(Stennicke et Salvesen, 1999; Denault et Salvesen, 2008). La préparation de 100 nM a été 
titré en incubant des concentrations variables de l'inhibiteur irréversible Z-VAD-fmk pour 
30 min., puis en mesurant l'activité résiduelle d'un échantillon. La concentration initiale 
peut donc être corrigée en fonction de la titration ce qui permet de déterminer une 
concentration molaire active de l'enzyme. Afin de déterminer les différents paramètres 
cinétiques, 4 nM de chaque caspase-7 activée et titrée sont incubés avec une série de 
dilutions du substrat AcDEVD-afc et l'activité a été mesurée à 37°C par un appareil 
Infinité M-1000 (Tecan, Mànnedorf, Suisse) et les résultats analysés par régression non 
linéaire avec le logiciel GraphPad Prism 5. Dans certains cas une cinétique de pseudo­
premier ordre a été utilisée afin de déterminer le paramètre kcJKM lorsque le KM était 
beaucoup plus grand que les concentrations de substrat utilisées. 
2.3 In cellulo 
2.3.1 Culture cellulaire, transfection et traitements 
Les cellules AD-293 (Stratagene, Santa Clara, CA) ou HeLa ont été cultivées dans 
du milieu DMEM supplémenté avec 10% sérum de veau fœtal, 2 mM L-glutamine, 100 U 
pénicilline et 100 fig/ml streptomycine dans un incubateur à 37°C, 5% CO2 et 100% 
d'humidité. Cent |jM de zVAD-fmk ont été rajoutés au milieu pour certaines expériences 
afin d'inhiber les caspases. Les constructions de caspase-7 ont été transfectées avec la 
Lipofectamine 2000 ou Fugene 6 en suivant les recommandations des manufacturiers 
pendant 48 hres avant la suite des expériences. L'efficacité des transfections a été 
démontrée à l'aide de cellules contrôles transfectées avec un vecteur permettant 
l'expression de la (3-Galactosidase (pCMV-J3Gal) et une coloration des cellules au X-Gal. 
Cette coloration est réalisée dans l'incubateur avec une solution de PBS (137 mM NaCl, 
10 mM Na2HPC>4, 2,7 mM KC1, 1,76 mM KH2PO4) contenant 4 mM K-ferrocyanide, 4 
mM K-ferricyanide, 2 mM MgC^ et 1 mg/ml X-Gal pendant 6 hres. Typiquement, nous 
avons observé un taux de transfection de 70 à 90% pour les 2 types cellulaires. Les essais 
relatifs à la demi-vie des différents mutants ont été effectués en inhibant le protéasome 
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avec le MG-132 (1 pM) ou en inhibant la synthèse protéique avec le cycloheximide (chx; 
100 (J.g/ml) pour 24 hres, 40 hres après la transfection. 
2.3.2 Gel de polyacrylamide et immunobuvardage 
Les cellules transfectées ont été récoltées par centrifugation et lysées dans le 
tampon mRIPA (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 100 mM NaCl, 1% NP-40, 0,5% Na-
déoxycholate et 0,1% SDS) contenant les inhibiteurs de protéases suivants : 1 mM EDTA, 
1 mM 1,10-phénanthroline, 50 |JM 3,4-DCI, 10 |iM E-64, 10 nM leupeptine et 1 |jM MG-
132. Les échantillons ont été gardés sur glace pendant 20 min. puis centrifugé 30 min. à 
18 000 x g à 4°C. Le surnageant est gardé pour la suite des expériences. Au besoin, le 
matériel insoluble à la lyse aux détergents de l'étape précédente a été resuspendu et trituré 
dans 50 mM Tris pH 7,4, 4 M urée et 1% dodécylsulfate de sodium (SDS) pour 
l'immunobuvardage de la protéine PARP afin d'obtenir un extrait brut de noyaux 
(Denault et Salvesen, 2003a). La concentration protéique des échantillons a été 
déterminée et égalisée à l'aide du BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Du 
tampon de chargement 3X (238,6 mM d'ammediol, 170,7 mM HC1, 60 mM DTT, 28,5% 
glycérol, 10% SDS, 0,1% de bleu de bromophénol) a été ajouté à raison d'un demi-
volume, puis les échantillons ont été séparés sur un gel formé d'un gradient linéaire 8-
18% acrylamide :bis-acrylamide (37,5:1) dans un tampon d'ammédiol (2-Amino-2-
methyl-l,3-propanediol) et agents polymérisant (111,2 mM ammédiol, 44,8 mM HC1, 
10% sucrose, 0,015% ammonium persulfate et 0,06% TEMED) (Bury, 1981). Un gel de 
condensation à 4% acrylamide [83,5 mM ammédiol, 59,75 mM HC1, 12,5% sucrose, 4% 
d'acrylamide:bis-acrylamide (19:1), 0,1% ammonium persulfate et 0,1% TEMED] a été 
utilisé. Les tampons utilisés pour la migration dans la chambre d'électrophorèse sont 
différents : 41 mM ammédiol, 40 mM glycine et 0,1% SDS pour la chambre supérieure et 
62,6 mM ammédiol et 48 mM HC1 pour la chambre inférieure. Ce type de gel est idéal 
pour la séparation de toutes les tailles de protéine mais plus particulièrement des protéines 
de petites tailles telles les sous-unités des caspases. Les lysats protéiques ont été séparés 
sur ce type de gel à 30 mA/gel pendant environ 30 min. Des gels du même type sans 
gradient ont également été utilisés. Les protéines ont ensuite été transférées sur une 
36 
membrane de PVDF dans un tampon de transfert (10 mM CAPS pH 11, 10% méthanol) 
pour 45 min. à 400 mA (Matsudaira, 1987). Cette membrane a ensuite été bloquée avec 
3% lait dans du PBS, servant également de tampon pour l'anticorps primaire et secondaire 
approprié conjugué à une peroxydase de raifort (GE Healthcare). Les immunobuvardages 
ont ensuite été révélés à l'aide du réactif Supersignal West Pico et la chimioluminescence 
a été détectée sur un appareil Versadoc 4000MP (Bio-Rad, Hercules, CA). L'expression 
de la protéase TEV et la mise au point de sa capacité de cliver les mutants de caspase-7 
dans les cellules a été confirmée par immunobuvardage avec un anticorps anti-V5 
(V8012; Sigma-Aldrich), anti-FLAG M2 (F3165; Sigma-Aldrich) et anti-Caspase-7 
(#9492; Cell Signaling Technology, Danvers, MA), ciblant les épitopes respectivement 
portés par ces protéines. La détection du clivage de la protéine PARP a été effectuée par 
immunobuvardage avec un anticorps correspondant (#556362; BD Biosciences, Franklin 
Lakes, NJ) dans les différentes cellules transfectées. L'anticorps anti-HSP90 a été utilisé 
(#610419; BD Biosciences) comme contrôle de chargement. 
2.3.3 Mort cellulaire 
La mort cellulaire entrainée par l'activation des mutants de caspase-7 a été vérifiée 
de différentes manières. La première observation qui a été effectuée par microscopie 
optique afin de vérifier la présence de changements morphologiques grossiers 
(détachement, arrondissement) souvent observés durant l'apoptose. 
2.3.3.1 Cytométrie de flux 
Un essai de détection de l'externalisation de la phosphatidylsérine à la surface 
cellulaire a été effectué en utilisant 0,25% trypsine et 0,1% EDTA comme dispersant 
cellulaire puis les cellules ont été lavées avec du PBS. Ensuite, 20 000 à 100 000 cellules 
ont été resuspendues dans 200 |al de tampon de liaison (10 mM HEPES pH 7, 137 mM 
NaCl, 2,5 mM CaCk) et 2 (il d'une solution d'annexine V conjuguée à la phycoérythrine 
(PE) ont été ajoutés. Après une incubation de 15 min. au noir, les échantillons ont été 
analysés sur un cytomètre Guava EasyCyte Mini et le logiciel Cytosoft (Millipore). Les 
paramètres d'analyse ont été ajustés afin d'obtenir 20% de cellules considérées comme 
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positive à l'annexine V, un taux en adéquation avec la mort cellulaire issue de la 
transfection en absence de traitement apoptotique. 
2.4 Marquage métabolique 
La demi-vie des certains mutants de caspase-7 a été déterminée par marquage 
métabolique 48 hres post-transfection. Les cellules ont été lavées au PBS tiède puis le 
milieu de culture changé pour du DMEM sans L-méthionine ni L-cystéine supplémenté 
avec 10% de sérum de veau fœtal dialysé et 2 mM L-glutamine et auquel de la [S35]-
méthionine (PerkinElmer, Waltham, MA) a été ajouté à raison de 10 jiCi par puit de 35 
mm. Une incubation de 2 hres a été suivie d'un lavage au PBS et du retour à un milieu 
DMEM complet sans radioactivité. Des échantillons des cellules ont été récoltés à 
différents temps sur une période de 48 hres avec du PBS contenant 1 mM EDTA. Les 
échantillons ont été conservés à -80°C jusqu'à utilisation. Ils ont ensuite été préparés dans 
du tampon mRIPA (voir section 2.3.2) et incubés toute la nuit avec agitation à 4°C dans 
une plaque de 96 puits enduite d'anticorps contre l'épitope FLAG (Sigma-Aldrich). Trois 
lavages au mRIPA et 5 lavages au PBS sur glace ont suivis et les échantillons ont été 
resuspendus dans du tampon de solubilisation contenant 4 M urée, 1% SDS et 10 mM 
DTT avec agitation à température pièce pendant 2 hres. Les échantillons ont ensuite été 
séparés sur gel de poly-acrylamide 8-18% et séchés (voir section 2.3.2). Les gels ont été 
exposés pendant 3 jours sur un écran PhosphoScreen (GE Healthcare) et révélés sur un 
appareil Typhoon Trio (GE Healthcare). 
Résultats 
3.1 Constructions de caspase-7 
Afin de créer des mutants de la caspase-7 dont on peut contrôler le clivage en 
condition apoptotique ou non, différentes constructions plasmidiques ont été générées. 
Celles-ci permettent l'expression de mutants de la caspase-7, ayant ou non le domaine N-
terminal, avec des modifications intégrant un site de clivage de la protéase TEV en 
remplacement du site 1 (IQAD) ou du site 2 (NDTD) du connecteur interdomaine. Des 
versions actives ou inactives (mutation de la cystéine catalytique, C285A; basé sur la 
numérotation structurale de la caspase-1) des protéines ont aussi été générées. La 
représentation schématique du connecteur interdomaine des différents mutants se retrouve 
à la figure 6A et celles des mutants une fois clivés par la protéase TEV à la figure 6B. Les 
mutants imitant un clivage au site 1 ou un double clivage aux sites 1 et 2 possèdent 
différentes longueurs de grande sous-unité dépendamment de l'endroit où l'intégration du 
site de clivage de la protéase TEV se situe. Ces longueurs sont représentées par une lettre 
(A à E) retrouvée au dessus du dernier acide aminé avant l'intégration du site de clivage 
de la protéase TEV. Il est à noter que les constructions ont été faites dans le vecteur pET-
23b(+) pour l'expression bactérienne et transférées par sous-clonage dans un vecteur de 
type pCDNA3 pour l'expression dans les cellules eucaryotes. De plus, seuls deux mutants 
(A et D) ont été sélectionnés pour le double clivage vu des résultats préliminaires obtenus 
à propos de l'activité des formes clivées seulement au site 1. Puisque l'activation efficace 
de la caspase-7 dans la cellule requiert également le clivage du domaine N-terminal in 
cellulo (Yang et ai, 1998; Denault et Salvesen, 2002), les différentes constructions dans 
ce dernier vecteur ne contiennent donc pas ce domaine et sont nommées MAÂN. 
L'ensemble des ces constructions permet de contrôler et d'imiter les différents clivages de 
la caspase-7 effectués lors de l'apoptose tout en modifiant seulement la partie C-terminale 
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Figure 6 : Représentation schématique des constructions et de la région du 
connecteur interdomaine de caspase-7 
A) La séquence primaire du connecteur interdomaine de la caspase-7 de type sauvage 
ainsi que des différents mutants est présentée. Les acides aminés Pl Asp des sites de 
clivages normalement retrouvés dans la caspase-7 ou ceux insérés par mutagénèse sont 
en caractère gras et soulignés. Pour les mutants Tevl et Tevl+2, le dernier résidu 
avant le motif ENLYFQ inséré est indiqué par une lettre. Par exemple Tevl A aura la 
séquence «TELDENLYFQSGPI... ». N, peptide N-terminal; Tevl, caspase-7 
clivable au site 1; Tev2, caspase-7 clivable au site 2; Tevl+2 caspase-7 imitant un 
double clivage des sites 1 et 2. 
B) Le peptide N-terminal, la grande sous-unité et la petite sous-unité de la caspase-7 sont 
représentés selon les différentes conformations possibles de la caspase-7 
dépendamment des différents clivages pouvant subvenir dans le domaine N-terminal et 
dans le CID aux sites 1 et 2. PL, caspase-7 pleine longueur; MAAN, MAANCaspase-7. 
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3.2 Clivage des mutants de la caspase-7 par la protéase TEV in vitro 
La capacité de la protéase TEV à cliver les différents mutants de la caspase-7 in 
vitro à été vérifiée en incubant la protéase TEV avec les différents mutants (formes 
zymogènes) de caspase-7. Les résultats présentés à la figure 7 démontrent que tous les 
mutants de caspase-7 possédant un site de clivage par la protéase TEV sont clivables par 
celle-ci puisque nous observons sur gel dénaturant 2 bandes de poids moléculaires 
apparents (25 et 14 kDa) plus faibles correspondant aux poids moléculaires attendus pour 
la grande et la petite sous-unité de la caspase-7 une fois clivés. Tel que prévu, la protéase 
TEV ne peut pas cliver la caspase-7 de type sauvage. Un point important à noter est que le 
clivage au site 1 semble plus efficace que celui au site 2, particulièrement pour les 
caspase-7TevlC, TevlD et TevlE pour lesquelles le clivage semble complet dans les 
conditions utilisées. Les formes zymogènes des mutants caspase-7TevlA+2 et caspase-
7TevlD+2 migrent légèrement plus bas que les autres du fait que leur connecteur 
interdomaine est raccourci de respectivement 8 et 5 acides aminés par rapport à la forme 
pleine longueur. De plus, pour le mutant caspase-7TevlD+2 un dédoublement de la petite 
sous-unité est observé (13 et 15 kDa). Vu la haute concentration de caspase-7 utilisée (ici 
supérieure à 1 }aM), il est fort possible qu'une autoprotéolyse secondaire survienne à un 
site présentant un motif clivable par la caspase activée. Par exemple, il pourrait y avoir le 
site VEAD situé au début de la petite sous-unité ce qui raccourcirait celle-ci de 12 résidus. 
Cependant, il est important de noter qu'un tel clivage n'est que rarement observé in vitro 
et, à notre connaissance, n'a jamais été rapporté in cellulo. 
Puisque le clivage du CID de la caspase-7 est reconnu comme l'événement 
d'activation de l'enzyme, l'activité des différents mutants a été évaluée in vitro et 
comparée à l'activité de la caspase-7 de type sauvage. Cet essai consiste à cliver les 
différents mutants de la caspase-7 avec de la protéase TEV en présence du substrat 
fluorogénique de la caspase-7 AcDEVD-afc afin de vérifier la capacité des mutants 
activés à cliver ce dernier; nous appelons ce type d'essai « réaction d'activation couplée ». 
Les résultats présentés à la figure 8 démontrent que seule la caspase-7 de type sauvage 

























Figure 7 : Essais de clivage des différents mutants de la caspase-7 par la protéase 
TEV purifiée 
Les zymogènes de caspase-7 (2 |jg, 1,9 fiM) de type sauvage ou des différents mutants ont 
été incubés en absence (-) ou en présence de protéase Tev (2 fig, 2,4 fiM) pour une 
période de 1 hre dans un volume de 30 fil à 34°C. Les protéines ont ensuite été analysées 
sur gel de polyacrylamide 8-18% et colorées. 
noter qu'il y a diminution de la fluorescence observée pour la caspase-7 en présence de 
TEV après avoir atteint la déplétion du substrat. Ceci peut être dû à différents facteurs, par 
exemple une précipitation dans ces conditions. Cependant, l'important est que la vitesse à 
laquelle la caspase-7 de type sauvage clive le substrat est relativement constante dans la 
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portion initiale de l'essai (t < 1 200 s.)- De plus, aucun autre de nos mutants de la caspase-
7 ne peut s'auto-activer lors de l'expression dans E. coli. Cependant, lorsque coincubés 
avec la protéase TEV, les mutants caspase-7TevlC et D possèdent une activité DEVDase 
supérieure aux autres, à l'exception du type sauvage. La caspase-7Tev2 a également une 
activité mesurable suivie de caspase-7TevlE et caspase-7TevlD+2. Les mutants de 
caspase-7TevlA, caspase-7TevlB et caspase-7TevlA+2 n'ont aucune activité mesurable 
même s'ils peuvent être clivés par la protéase TEV comme démontré à la figure 7. Bien 
sûr, les différents mutants possédant un site de clivage de la protéase TEV en absence de 
cette protéase n'ont aucune activité détectable sur le substrat puisque le clivage est 
essentiel à leur activation. Il est aussi important de noter que la protéase TEV seule ne 
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Figure 8 : Essai d'activation couplée des différents mutants de la caspase-7 par la 
protéase TEV 
100 nM des différents mutants de caspase-7 incubés (+TEV) ou non avec une 
concentration de 1 fiM de protéase TEV et du substrat fluorogénique de la caspase-7 
AcDEVD-afc. L'activité amidolytique de la caspase-7 a été suivie sur une période de 2 
hres à 37 °C. Les échantillons suivants ne montrent aucune activité détectable : tampon 
seul, protéase TEV seule, Casp-7TevlA, Casp-7TevlB, Casp-7TevlC, Casp-7TevlD, 
Casp-7TevlE, Casp-7Tev2, Casp-7TevlA+2, Casp-7TevlD+2, Casp-7TevlA + protéase 
TEV, Casp-7TevlB + protéase TEV et Casp-7TevlA+2 + protéase TCV. 
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L'expérience réalisée à la figure 8 incorpore deux paramètres qui influencent le 
résultat obtenu : soit la vitesse d'activation de la caspase-7 par la protéase TEV ainsi que 
l'activité catalytique de chaque caspase-7 une fois activés. Ces deux paramètres peuvent 
varier de manière indépendante l'un de l'autre. Des expériences ont donc été effectuées 
afin de caractériser indépendamment ces paramètres. Les paramètres cinétiques des 
différents mutants ont d'abord été déterminés en activant au préalable les différentes 
constructions de la caspase-7 avec la protéase TEV (Tableau 2). Les caspases activées ont 
ensuite été titrées à l'aide d'un inhibiteur irréversible, zVAD-fmk, afin de déterminer la 
concentration exacte de sites actifs. Cela a permis de confirmer que caspase-7TevlA, 
caspase-7TevlB et caspase-7TevlA+2 n'ont aucune activité mesurable. On constate aussi 
que caspase-7TevlD possède 30% de l'activité catalytique (kcJKM) de la caspase-7 de 
type sauvage. Cela en fait le mutant imitant un clivage au site 1 le plus actif et celui utilisé 
pour la suite des expériences puisque les autres mutants, aux sites C et E possèdent 
respectivement 11% et 2% de l'activité de la caspase-7 de type sauvage. Le mutant 
caspase-7Tev2 possède une activité de 16% de celle du type sauvage et caspase-
7TevlD+2 de 3%. Ces deux derniers ont été utilisés pour la suite des expériences afin 
d'imiter dans une certaine mesure un clivage au site 2 (caspase-7Tev2) seulement ou un 
clivage qui se produirait au site 1 et 2 (caspase-7TevlD+2). Nous n'avons pas optimisé 
les mutants du site 2 puisque si le site de clivage de la TEV avait été déplacé, cela aurait 
changé le N-terminal de la petite sous-unité obtenue en déplaçant vers la droite ce site de 
clivage ou bien se serait rapproché de la construction imitant un double clivage en le 
déplaçant vers la gauche. De plus le mutant caspase-7Tev2 possède une activité 
catalytique, et, comme nous le verrons, est en mesure d'induire l'apoptose. Tous les 
mutants conservés pour la suite de ces expériences possèdent également un Km et un kcat 
plus élevé que la caspase-7 de type sauvage ce qui démontre entre autre une baisse 
d'affinité pour son substrat et une baisse de la vitesse de clivage de celui-ci. Aussi, malgré 
que la caspase-7TevlC soit active, nous avons préféré le mutant TevlD puisque le Km de 
TevlC est 18 plus élevé que celui de la protéine de type sauvage. Pour ce qui est du 
mutant TevlE, il ne montre pas un comportement de type Michaelis-Menten, du moins 
aux concentrations de substrat utilisées. 
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Tableau 2 : Paramètres cinétiques des mutants de la caspase-7 utilisés déterminés en 
utilisant une concentration variable d'AcDEVD-afc 
Caspase-7 KM (fxM) kcai (s"1) kcJKM (M" V1) n 
Type sauvage 22,8 ± 1,3 4,3 ±0,1 2,1 ± 0,2 x 105 4 
TevlC 411,9 ±61,4 7,5 ±0,6 2,2 ± 0,4 x 104 3 
TevlD 57,7 ± 3,9 3,6 ±0,1 6,2 ± 0,6 x 104 3 
TevlE* - - 3,7 ± 0,6 x 103 3 
Tev2 41,6 ±2,7 1,6 ±0,03 3,4 ± 0,3 x 104 3 
TevlD+2 53,4 ± 7,8 0,33 ±0,02 6,0 ± 1,2 x 103 3 
*Les paramètres cinétiques de caspase-7TevlE ont été déterminés en pseudo premier 
ordre puisque le KM très élevé de ce mutant ne permet pas de saturer l'enzyme. 
En plus d'une activité différente des mutants étudiés, l'efficacité d'activation par 
la protéase TEV est aussi un facteur influençant les résultats de la figure 8. Afin 
d'analyser la capacité de la protéase TEV à cliver les différents mutants, une série de 
dilution de la protéase TEV a été incubée avec une quantité fixe des 3 mutants 
sélectionnés, soit caspase-7TevlD, caspase-7Tev2 et caspase-7TevlD+2 (Figure 9). Le 
mutant caspase-7TevlD est clivé presque complètement après 1 hre à la plus grande 
concentration de protéase TEV testée contrairement aux autres mutants pour lesquels la 
forme zymogène peut toujours être observée. Si la concentration de substrat (ici caspase-
7) est beaucoup plus petite que le KM de l'activateur (ici la protéase TEV), la réaction est 
dite de pseudo-premier ordre. En assumant que ces conditions sont respectées, il est 
possible d'estimer la valeur kcJKM à partir de ces résultats avec la relation p = l-e **^*' 
(Stennicke et Salvesen, 1999) dans laquelle p est la fraction de caspase-7 clivée après le 
temps t (secondes) en présence d'une concentration de protéase (E). La valeur k 
correspond au kcJKM apparent. En utilisant la concentration de protéase TEV démontrant 
50% de clivage de la caspase-7, le KJKm app. a été estimé pour chaque substrat. De cette 
manière, il est possible de constater que caspase-7TevlD est environ 10 fois mieux clivée 
que caspase-7Tev2 et que ce dernier est 2,4 fois mieux clivés que caspase-7TevlD+2. 
Dans le cas où la concentration de substrat approcherait ou serait supérieure au KM, les 
valeurs obtenues pour le kcJKM app. seraient sous-estimées. Cependant, les comparaisons 
resteraient relatives. Ces résultats peuvent être mis en corrélation avec des études 
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précédentes démontrant que le site 1 est clivé préférentiellement par rapport au site 2 
(Denault et ai, 2006; Boucher et al., 2011). Ces études et nos résultats, démontrent que le 
positionnement dans le connecteur interdomaine influence la qualité d'un site de clivage 
et que ce même phénomène est observé lors de l'intégration du site artificiel de clivage 
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Figure 9 : Cinétique de clivage de différents mutants de caspase-7 par la protéase 
TEV 
Deux pg (1,9 pM) des différentes caspases-7 ont été digéré pendant 1 heure dans un 
volume de 30 pi à 34°C avec une quantité de protéase TEV décroissante, soit : 20 pg (24 
|iM), 10 pg (11,9 pM), 4 pg (4,8 pM), 2 pg (2,4 pM), 1 pg (1,2 pM), 0,4 pg (0,5 pM), 
0,1 pg (0,12 pM), 20 ng (0,02 pM) et sans protéase TEV. Le paramètre cinétique kcJKu 
apparent a été déterminé par une relation de pseudo-premier ordre. 
3.3 Clivage des mutants de la caspase-7 par la protéase TEV in cellulo 
Maintenant que nous avons caractérisé les différentes protéines activables par la 
protéase TEV, nous avons testé la capacité de la protéase TEV à les cliver dans un modèle 
cellulaire (in cellulo). Pour ce faire, des cellules AD-293 ont été cotransfectées avec des 
ADNc encodant les diverses constructions et la protéase TEV. L'efficacité de transfection, 
déterminée par la transfection d'un plasmide permettant d'exprimer la P-galactosidase et 
une coloration X-Gal, se situe entre 70 et 90% pour les différentes transfections effectuées 
avec une efficacité légèrement supérieure lorsque la Lipofectamine 2000 a été utilisée 
plutôt que Fugene 6 (environ 10% supérieure en moyenne). Pour les études in cellulo, une 
protéase TEV portant les mutations L56V et S135G (nommées 'mutsol') a été 
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puisque ces mutations ont été rapportées pour augmenter la solubilité de l'enzyme 
(Cabrita et al., 2007). De plus, la protéase TEV porte un épitope V5 du coté N-terminal 
pour faciliter sa détection. Les conditions de coexpression avec les différents mutants de 
la caspase-7 (ici tous en version inactive, mutant C285A) ont dû être optimisées afin de 
permettre un clivage efficace des différents mutants (Figure 10), particulièrement pour 
caspase-7Tev2 et caspase-7TevlD+2 qui requéraient un ratio supérieur de protéase TEV 
afin d'obtenir un clivage efficace in vitro (Figure 9). H est remarqué que dans tous les cas 
le ratio le plus grand d'ADN encodant la protéase TEV vs celui encodant les différentes 
caspase-7 est celui qui permet le meilleur clivage dans les cellules AD-293 transfectées. 
Ces cellules sont dérivées de cellules embryonnaires de rein humain (HEK293) et ont été 
sélectionnées pour leur réponse apoptotique dans d'autres expériences. Cependant, nous 
avons constaté lors d'autres expériences que l'augmentation de ce ratio se faisant au 
détriment de la quantité d'ADN de la caspase-7 transfectée, ce qui entraine une moins 
bonne expression de celle-ci. Donc, le ratio d'ADN de pCDNA3HIII-V5TEVmutsol et 
des constructions pCDNA3XI-caspase-7 a été fixé à 5:1 pour la majorité des expériences 
et à 7:1 spécifiquement pour les expériences requérant un clivage le plus complet possible 
de la caspase-7. 
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Figure 10 : Efficacité du clivage par la protéase TEV des constructions de caspase-7 
C285A pour différents ratios d'ADN transfectés 
Des cellules AD-293 ont été cotransfectées avec la protéase TEV et les mutants 
catalytiques des différents mutants de la caspase-7 avec le ratio d'ADN indiqué (quantité 
d'ADN total 4 ^g). Les cellules ont été lysées 48 heures post-transfection et un 
immunobuvardage contre caspase-7 a été effectué en utilisant 20 ng de protéines de lysat 
cellulaire. Les caspase-7 pleine longueur (PL) et MAANcaspase-7 (MAÀN) ont été 
utilisées comme contrôles. 
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Afin de vérifier l'expression de la protéase TEV dans les cellules AD-293, des 
immunobuvardages ont été effectués avec un anticorps contre l'épitope V5, fusionné au 
N-terminal de la protéase TEV. De plus, une protéase TEV inactive (mutation catalytique 
C2200A, numérotation de la polyprotéine virale) a été utilisée comme contrôle. HSP90 a 
été utilisé comme contrôle de chargement lors des immunobuvardages (Figure 11). 
Comme attendu, en absence de protéase TEV, les différents mutants utilisés migrent plus 
bas que la caspase-7 pleine longueur, soit environ au même niveau que la caspase-7 ayant 
comme seule modification la délétion de son domaine N-terminal. Lors de la 
cotransfection avec l'ADNc de la protéase TEV active, l'immunobuvardage contre la 
caspase-7 révèle la production des grandes sous-unités (-21,5 kDa) clivées des différents 
mutants de la caspase-7. Ce même immunobuvardage permet d'observer l'expression de 
la caspase-7 endogène (dernière piste) et correspond à la faible bande se retrouvant au 
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Figure 11 : Clivage in cellulo des caspase-7 incorporant un site pour la protéase TEV 
Des cellules AD-293 ont été cotransfectées (ratio d'ADN protéase TEV:caspase de 5 :1) 
avec l'ADNc des caspase-7 inactifs (C285A) indiquées et l'ADNc de la protéase TEV 
active (+) ou inactive (*; mutant catalytique C2200A). Des transfections simples d'ADNc 
de la forme pleine longueur de la caspase-7 (PL), du mutant tronqué MAAN ou de la 
protéase TEV active (dernière piste) ont été utilisées comme contrôles. Après 48 hres, les 
extraits cellulaires (20 |ig) ont été analysés par immunobuvardages avec des anticorps 
contre caspase-7, V5 et HSP90 (contrôle de chargement). 
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permet d'observer que la protéase TEV est exprimée, mais que l'expression de la TEV 
inactive est plus forte que celle active. Enfin et tel que prévu, aucune activité de clivage 
n'a été détectée avec la TEV inactive. 
Maintenant que nous avons démontré in cellulo que nous pouvons cliver les trois 
caspase-7 dans lesquelles un motif reconnu par la protéase TEV a été inséré, nous nous 
sommes attardés à analyser la capacité de ces dernières à induire l'apoptose. Nous avons 
débuté par l'étude de la caspase-7 Tev2 parce que nous collaborions à une étude dans 
laquelle nous utilisions cette caspase-7. Les résultats, réalisés dans notre laboratoire, ont 
fait parti d'une publication dans la revue Journal of Biological Chemistry (Oberst et al, 
2010). Dans cette étude, nous utilisions une protéase TEV humanisée. Cette protéase avait 
été obtenue en remplaçant plusieurs codons de l'ADNc encodant la protéine par ceux 
préférentiellement utilisés chez l'humain afin de faciliter son expression. Dans ces études, 
des résultats similaires à ceux présentés précédemment avec la caspase-7 Tev2 et la 
protéase TEV ont été obtenus avec la protéase TEV humanisée (Figure 12 et 13), c'est-à-
dire que la coexpression de la caspase-7 Tev2 et la protéase TEV permet le clivage de la 
caspase. Cependant, la grande sous-unité n'a pas été détectée dans ces expériences dû à 
l'utilisation d'une caspase-7 active et l'apoptose des cellules transfectées, mais une 
diminution de l'expression de la forme non-clivée est remarquée. Dans ces résultats, une 
construction supplémentaire de la caspase-7 a été utilisée. Cette caspase ne peut pas 
s'autoactiver et devenir active puisque le site 1 du CID a été muté en IQAA rendant la 
caspase-7 non-clivable (NC). Cette dernière a été utilisée comme contrôle. Les deux 
bandes les plus hautes (environ 35 et 33 kDa) qui ont été détectées avec les anticorps anti-
FLAG et anti-caspase-7 correspondent à la caspase-7Tev2 transfectée possédant ici 
(Figures 12 et 13) son domaine N-terminal et au clivage de ce domaine dans les 
conditions expérimentales. Cependant le clivage seul de ce domaine n'est pas suffisant 
pour induire l'apoptose puisque le clivage du CDD est nécessaire. Aussi, la détection de 
l'expression de la protéase TEV en présence de la caspase-7 clivable est plus faible que 
lors de son expression seule. Ceci peut être encore une fois relié au fait que l'apoptose est 
induite, ce que nous verrons plus loin. Puisque le clivage de la poly(ADP-ribose) 

















Figure 12 : Clivage de la caspase-7 Tev2 par la protéase TEV humanisée 
Des cellules AD-293 ont été cotransfectées (ratio d'ADN protéase TEV:caspase de 3:1) 
avec un plasmide vide ou des plasmides encodant l'ADNc des caspase-7 indiquées 
(possédant son domaine N-terminal) ou l'ADNc de la protéase TEV humanisée (+). La 
caspase-7 NC (non clivable) porte la mutation du site 1 D198A et ne peut donc pas 
s'autoactiver. Une transfection simple de l'ADNc de la caspase-7 de type sauvage 
(dernière piste) a été utilisée comme contrôle. Après 48 hres, les extraits cellulaires (20 
Hg) ont été analysés par immunobuvardages avec des anticorps contre caspase-7, FLAG, 
V5 et HSP90 (contrôle de chargement). Le matériel insoluble de l'extrait aux détergents 





















Figure 13 : L'activation de la caspase-7 Tev2 cause une diminution de l'expression 
de la protéase TEV 
Des cellules AD-293 ont été cotransfectées (ratio d'ADN protéase TEVxaspase de 3 :1) 
avec un plasmide vide ou des plasmides encodant l'ADNc de caspase-7 Tev2 (possédant 
son domaine N-terminal) ou l'ADNc de la protéase TEV humanisée (+). Un traitement de 
48 hres avec 100 |iM de l'inhibiteur général des caspases zVAD-fmk a été appliqué dès la 
transfection au dernier échantillon. Après 48 hres, les cellules ont été lysées et des 
immunobuvardages contre caspase-7, FLAG, V5 et HSP90 (contrôle de chargement) ont 
été effectués en utilisant 20 |ig de protéines d'extrait cellulaire. 
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(Germain et al., 1999) (Walsh et ai, 2008), son clivage a été évalué par 
immunobuvardage. La coexpression de la protéase TEV et de la caspase-7Tev2 (Figure 
12) ne permet que difficilement d'observer le fragment caractéristique de 89 kDa. Une 
approche alternative est utilisée plus loin. Ces résultats ne permettent pas de bien observer 
les fragments de clivage de la caspase-7. Afin de palier à ce problème et de bien s'assurer 
que la caspase-7 Tev2 est par la TEV humanisée, 100 jxM de zVAD-fmk, un inhibiteur 
des caspases se liant de manière irréversible au site catalytique, a été ajoutés au milieu de 
culture afin d'inhiber l'activité de la caspase-7 activée. Cela permet de mieux observer la 
grande sous-unité de caspase-7 générée par le clivage par la protéase TEV et empêche 
également l'activation de l'apoptose dans ces conditions. De plus, son ajout aide à la 
détection de la grande sous-unité de caspase-7 une fois clivée en la protégeant de la 
dégradation. Les résultats présentés à la figure 13 démontrent que cette inhibition est 
suffisante et permet la détection de la grande sous-unité de la caspase-7 clivée avec 
l'anticorps anti-caspase-7. Les deux bandes observées correspondent à la grande sous-
unité avec le domaine N-terminal ou sans le domaine N-terminal (piste 5). Ceci s'explique 
par l'ajout de zVAD-fmk qui n'a pas empêché complètement son clivage. Cependant, la 
petite sous-unité de caspase-7 n'est pas détectable avec l'anticorps anti-FLAG (piste 5). Il 
est peu courant de la voir à l'aide d'un immunobuvardage dû à sa faible grosseur et que 
son accumulation in cellulo est rarement suffisante pour sa détection lors de l'activation 
de caspase-7. Ceci est dû à la difficulté de De plus, l'ajout de l'inhibiteur empêche la 
dégradation ou permet l'accumulation de la protéase TEV qui revient à un niveau 
d'expression similaire à celui de son expression seule (piste 2) comme il a été observé 
avec les mutants de la caspase-7 inactifs (Figure 11) ou non clivable (piste 6, figure 12). 
Comme nous l'avons vu à la figure 12, le clivage de la protéine PARP est difficile 
à observer dans les conditions expérimentales utilisées. En conséquence, nous avons 
procédé à un autre type d'essais. Dans ces essais, des extraits nucléaires bruts obtenus à 
partir du matériel insoluble d'une lyse aux détergents ont été utilisés comme source de 
protéine PARP native. Cet extrait a été incubé avec des concentrations physiologiques 
(10, 25 et 50 nM) des différents mutants de la caspase-7 recombinants, préalablement 
activés par la protéase TEV, et analysé par immunobuvardage (Figure 14). Cette 
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expérience permet d'évaluer l'efficacité de chaque caspase-7 à cliver la protéine PARP. 
De cette manière il est possible de constater que la caspase-7TevlD clive plus facilement 
PARP que caspase-7Tev2. Quant à la caspase-7TevlD+2, elle ne semble pas pouvoir 
cliver PARP dans ces conditions. L'ordre d'efficacité de clivage concorde bien avec 
l'activité de ces caspases sur le peptide fluorogénique AcDEVD-Afc (voir Tableau 2). 
Casp7-TevlD Casp7-TevlD+2 Casp7-Tev2 
Concentration de I ^ l I ^ l ^ l 




Figure 14 : Clivage in vitro de la PARP par les caspases-7 activées par la protéase 
TEV 
La fraction insoluble d'un extrait aux détergents de cellules AD-293 a été resuspendue 
dans un tampon d'essai caspase et utilisée comme source de protéine PARP et incubée 
pendant 1 hre à 37 °C en présence de la quantité indiquée de caspase-7 préalablement 
activée par la protéase TEV. Les échantillons ont été analysés par immunobuvardage avec 
un anticorps conte PARP. 
Nous avons aussi évalué l'aspect morphologique particulier des cellules et 
l'externalisation du phosphatidylsérine, deux caractéristiques apoptotiques. L'observation 
au microscope à contraste de phase des cellules HeLa cotransfectées avec une 
combinaison d'un plasmide exprimant une caspase-7Tev2 et la protéase TEV humanisée 
permet de constater des caractéristiques propres aux cellules en apoptose soit le 
détachement et le recroquevillement des cellules (Figure 15). Ceci est plus évident encore 
lorsque comparé à l'ensemble des contrôles de transfections à plasmide unique où lorsque 
la caspase-7 est non clivable mais que la protéase TEV est surexprimée. En absence 
d'apoptose, le phosphatidylsérine se retrouve dans le feuillet interne de la membrane 
plasmique mais sont transférés au feuillet externe lors de l'apoptose afin de signaler aux 
phagocytes de détruire la cellule (Saraste et Pulkki, 2000). Nous avons donc fait des essais 
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de liaison de l'annexine V. Un résultat typique de l'analyse par cytométrie de flux de 
l'essai avec l'annexine V conjuguée à la phycoérythrine se retrouve à la figure 15 
(histogrammes à droite des images de microscopie). Les résultats montrent une forte 
augmentation de la détection du phosphatidylsérine (53,8%), par rapport à tous les 
contrôles utilisés (20,5% pour la surexpression seule de la caspase-7 de type sauvage), à la 
membrane externe des cellules cotransfectées avec l'ADNc de la caspase-7Tev2 et la 
+ Protéase TEV 
« » # # w 
Figure 15 : Le clivage de la caspase-7 Tev2 par la protéase TEV cause des 
changements morphologies importants et la liaison de l'annexine V 
Des cellules HeLa ont été cotransfectées (ratio d'ADN protéase TEV : caspase de 3 : 1) 
avec un plasmide vide ou des plasmides encodant l'ADNc des caspase-7 indiquées ou 
l'ADNc de la protéase TEV humanisée. La caspase-7 NC (non clivable) porte la mutation 
du site 1 D198A et ne peut s'autoactiver. Une transfection simple de l'ADNc de la 
caspase-7 pleine longueur (PL) de type sauvage a été utilisée comme contrôle. Après 48 
hres, les cellules ont été observées au microscope optique (gauche) et analysées par 
cytométrie de flux pour la liaison de l'annexine V. La compilation et l'analyse statistique 
de ces résultats sont présentées à la figure 16A. 
protéase TEV. À noter que les cellules HeLa ont été utilisées ici car le transfert du 
phosphatidylsérine était facilement détectable vu leur utilisation préalable par des 
membres de l'équipe de recherche. 
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Les essais de liaison de l'annexine V présentés à la figure 15 suggèrent qu'il y a 
présentation plus élevée du phosphatidylsérine par des cellules HeLa exprimant une 
caspase-7 clivée (caspase-7Tev2) par la protéase TEV par rapport aux contrôles. La 
présentation sous la forme d'histogramme (Figure 16A) de ces résultats et l'analyse 
statistique de ceux-ci démontrent que l'expression dans les cellules HeLa de la caspase-
7Tev2 activée donne significativement (p < 0,05) plus de cellules positives pour 
l'Annexine V (60,9 + 3,8%) que pour la caspase-7Tev2 (23,5 ± 4,1%), la protéase TEV 
humanisée seule (29,2 ± 8,3%), une caspase-7 non clivable en absence (27,2 ± 7,7%) ou 
en présence (34,9 ± 12,8%) de TEV et la caspase-7 de type sauvage (33,6 ± 13,3%). 
Nous avons aussi effectué ce même type d'analyse, cette fois en utilisant la 
protéase TEV que nous avons développée, pour déterminer si le clivage des caspase-7 
TevlD et TevlD+2 permettait l'externalisation du phosphatidylsérine, que nous 
considérons comme un reflet de la capacité d'induire l'apoptose. Ces expériences ont été 
effectuées avec des cellules AD-293 afin de confirmer la capacité à induire l'apoptose 
dans ce type cellulaire et de détecter le transfert du phosphatidylsérine (Figure 16B). De 
cette manière, la coexpression de la caspase-7TevlD et de la protéase TEV dans les 
cellules AD-293 donne significativement (p < 0,05) plus de cellules positives pour 
l'Annexine V (56,4 ± 16,4%) que pour la caspase (29,0 ± 6,0%) ou la protéase TEV seule 
(19,1 ± 5,6%). Cependant, la coexpression de la protéine caspase-7TevlD+2 et la protéase 
TEV n'a pas donnée de résultats significatifs par rapport à tous les contrôles utilisés. Pour 
cette dernière, l'augmentation est significative (35,4 + 14,9%) comparée à l'expression 
d'un vecteur vide et de la protéase TEV seule, mais ne l'est pas par rapport à l'expression 
de la caspase-7TevlD+2 seule (27,0 ± 10,7%, p = 0,08). Le contrôle de caspase-7TevlD 
en présence de la TEV inactive est un contrôle particulièrement intéressant puisqu'il 
démontre que la coexpression de ces deux protéines n'induit pas l'apoptose. 
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Figure 16 : Externalisation du phosphatidylsérme détectée par cytométrie de flux 
A) Des cellules HeLa ont été cotransfectées avec des plasmides encodant l'ADNc de la 
caspase-7Tev2 et la protéase TEV humanisée, un plasmide vide, une caspase-7 non 
clivable (NC) en absence ou en présence de TEV et une caspase-7 de type sauvage. Le 
pourcentage de cellules positives à l'annexine V a été détecté par cytométrie de flux. Les 
paramètres d'analyse ont été ajustés afin que l'échantillon transfecté avec le plasmide vide 
montre 20% (valeur arbitraire) de cellules positives, n = 3 à 4. B) Des cellules AD-293 ont 
été cotransfectées avec des plasmides encodant l'ADNc de la caspase-7TevlD 
ouTevlD+2 et la protéase TEV active (TEV), inactive (TEV*) ou un plasmide vide. 
L'analyse a été faite comme en A) n = 8. 
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L'analyse de l'apoptose par des techniques permettant de détecter la fragmentation 
de l'ADN sur gel d'agarose, de l'activité DEVDase à même le lysat cellulaire et des tests 
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) et de viabilité 
cellulaire ont donné des résultats mitigés qui n'ont pas été sélectionnés pour la suite des 
expériences. Cependant, du fait que l'activation de la caspase-7, le clivage d'un substrat 
de cette caspase (PARP), des caractéristiques morphologiques de cellules en apoptose et 
la présentation du phosphatydilsérine à la surface cellulaire ont pu être observés, nous 
considérons donc que ces tests sont suffisants pour confirmer l'induction de l'apoptose 
par la caspase-7 clivable par la protéase TEV. De plus, il est important de mentionner que 
la caspase-7 est capable à elle seule de causer l'apoptose, comme une étude précédente 
l'avait établi (Denault et Salvesen, 2003b). 
3.4 Exploration de la demi-vie protéique 
Le but initial a été atteint puisque des mutants de la caspase-7 dont on peut 
contrôler le site de clivage et qui sont fonctionnels ont été créés et caractérisés. Nous 
avons ensuite procédé à quelques expériences exploratoires afin de vérifier l'implication 
du protéasome dans la stabilité protéique de la caspase-7. Pour ce faire des cellules AD-
293 transfectées avec la caspase-7 pleine longueur, MAANcaspase-7 et caspase-
7TevlD+2 (sans le domaine N-terminal) ont été mis en présence soit de l'inhibiteur du 
protéasome MG-132, soit de cycloheximide pour arrêter la synthèse protéique de novo ou 
d'une combinaison des deux (Figure 17). La caspase-7 pleine longueur a également été 
exprimée pour 40 hres et 64 hres, correspondants aux temps 0 et 24 hres respectivement. 
L'ajout de MG-132 ou de cycloheximide a faiblement augmenté la quantité de caspase-7 
pleine longueur détectée après 24 hres de traitement. Avec le cycloheximide, il est 
possible que l'augmentation de la détection de la caspase-7 soit due à l'arrêt de la 
synthèse de nouvelles protéines essentielles à la dégradation de la caspase-7 déjà 
exprimée. Pour ce qui est de la MAANcaspase-7, il y a eu une baisse marquée de 
l'expression entre 40 et 64 hres post-transfection, mais le MG-132 ajouté au milieu a 
fortement augmenté la quantité détectée. Aussi, l'ajout de cycloheximide a causé une 
perte de la détection de MAANcaspase-7 tandis que l'ajout de MG-132 en même temps 
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que le cycloheximide donne un résultat semblable à l'échantillon non traité. Des résultats 
semblables ont été obtenus avec la caspase-7TevlD+2. Cette dernière ne possède pas le 
domaine N-terminal et présente les mêmes résidus N-terminaux que la caspase-7MAAN. 
Donc, il semble y avoir une différence importante dans la stabilité in cellulo de la protéine 
en fonction de la présence ou non du peptide N-terminal. La faible variation dans la 
hauteur de migration de certaines bandes, par exemple celle de la piste 10, est due à une 
variation de l'intensité du courant appliqué aux extrémités des gels dans le montage 
utilisé. 
Casp-7 PL MAANCasp7 
Oh 24h MG CHX ^G+ Qh 24h MQ CHX MG+ 
t/HX UHX 
Casp-7Tev1 D+2 
Oh 24h MG CHX MG+ 
CHX 
+TEV 
Figure 17 : Effets de l'inhibition du protéasome ou de l'inhibition de la synthèse 
protéique sur la stabilité protéique de la caspase-7 des formes pleine longueur et ne 
possédant pas le peptide N-terminal dans des cellules AD-293 
Des cellules AD-293 ont été transfectées avec un plasmide encodant l'ADNc des formes 
inactive (C285A) de la caspase-7 pleine longeur (PL), MAÀNcaspase-7 ou caspase-
7TevlD+2. Après 40 hres, les cellules ont été traitées pendant 24 hres avec 1 fi M MG-132 
(MG), 100 ng/ml cycloheximide (CHX) ou une combinaison de MG-132 et 
cycloheximide (MG+CHX) aux mêmes concentrations. Des immunobuvardages contre 
caspase-7 ont ensuite été effectués. 
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Nous avons aussi amorcé des études de marquage métabolique afin d'évaluer la 
i<r 
demi-vie cellulaire de nos protéines. Un marquage métabolique à la [S ]-méthionine de 
cellules AD-293 cotransfectées avec les différentes constructions de caspase-7 inactives 
(C285A) et la protéase TEV a été effectué afin d'analyser la stabilité in cellulo des formes 
de la caspase-7 dépendant de son état de clivage. Les données de quantification des 
protéines immunoprécipitées (voir section Matériel et méthodes) ont été compilées et les 
résultats qui ont été obtenus sont très préliminaires et présentés à la figure 18. La caspase-
7 de type sauvage et la caspase-7 sans le domaine N-terminal ont donné une seule bande 
détectable qui a été quantifiée tandis que les constructions clivables par la protéase TEV 
ont donné beaucoup de caspase-7 clivée détectable et un peu de caspase-7 non-clivée. 
Dans ce cas seule la bande équivalente à la caspase-7 clivée a été quantifiée. Il semble que 
la caspase-7TevlD est moins stable que les autres constructions de la caspase-7 utilisées 
dans cette étude. Cependant, cette expérience devra être optimisée avant de confirmer ce 
résultat. Curieusement, peu de différences ont été observées entre la caspase-7 de type 
sauvage et les formes ne possédant pas le domaine N-terminal, contrairement aux résultats 
obtenus à la figure 17. Il est à noter que ces résultats devront être répliqués vu que pour 
certaines constructions de caspase-7 analysées une augmentation de la quantité restante a 
été quantifiée comparativement au temps précédant. Ceci est dû aux erreurs 
expérimentales reliées à la technique. Afin d'éclaircir ces résultats préliminaires, ces 
expériences seront répliquées et l'ajout d'inhibiteur du protéasome sera envisagé afin de 
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Figure 18 : Demi-vie des différents mutants de la caspase-7 dans des cellules AD-293 
par marquage métabolique 
De la [S3 ]-méthionine (10 ^Ci) a été ajouté comme seule source de méthionine pendant 2 
hres à des cellules AD-293 transfectées avec les différents mutants de la caspase-7 
(cellules cotransfectées pour l'expression aussi de la protéase TEV pour Casp-7TevlD, 
Tev2 et TevlD+2). Les échantillons récoltés après différents temps de suivi ont ensuite 
été immunoprécipités avec un anticorps contre l'épitope FLAG porté par les constructions 
de la caspase-7 et migrés sur un gel d'acrylamide 8-18%. Les gels ont été exposés pendant 
3 jours sur un écran PhosphoScreen et révélés sur un appareil Typhoon Trio. La 
radioactivité des différents échantillons a ensuite été analysée et rapportée à la valeur de 
référence au temps 0. 
Discussion 
Le but de cette étude était de créer des mutants de la caspase-7 dont le clivage peut 
être contrôlé tout en outrepassant l'activation des voies apoptotiques et l'induction de la 
mort cellulaire. Afin de contrôler le clivage, nous avons eu recours à la protéase TEV 
issue du protéome du virus de la mosaïque du tabac. Cette dernière reconnait une 
séquence précise de résidus (E-Xa.a.-Xa.a.-Y-Xa.a.-QlXa.a) qui est absente du protéome 
humain. Cette enzyme est donc très bien tolérée par les cellules qui l'expriment. Nous 
avons donc remplacé les sites 1 et 2 d'activation de la caspase-7 par un motif reconnu par 
la protéase TEV. L'ensemble des mutants créés imitent les différentes formes de la 
caspase-7 retrouvées dans un contexte cellulaire, soit les formes pleine longueur, une 
n'ayant plus le peptide N-terminal, une ayant un seul clivage du CID soit au site 1 ou au 
site 2 et une correspondant à un double clivage du CID. Grâce à cette série de 
constructions, nous pouvons reproduire tous les intermédiaires moléculaires connus que la 
caspase-7 présente et ce, en absence de mort cellulaire. Nous avons démontré in vitro que 
tous les mutants sélectionnés ont, lorsqu'ils sont clivés, une conformation protéique très 
proche de celle de la caspase-7 de type sauvage puisqu'ils ont tous une activité catalytique 
sur un substrat fluorogénique typique de la caspase-7, soit AcDEVD-Afc. Ensuite, nous 
avons mis au point l'utilisation de la protéase TEV in cellulo afin de contrôler et 
d'optimiser le clivage des mutants de la caspase-7. La capacité de ces mutants à induire 
l'apoptose a été vérifiée en observant différents phénotypes apoptotiques typiques, soient 
l'externalisation du phosphatidylsérine à la surface cellulaire, le clivage du substrat de 
caspase PARP et les changements morphologiques observables en microscopie optique. 
L'intérêt de cette approche réside dans le fait que nous pouvons maintenant étudier les 
intermédiaires protéiques de la caspase-7 isolément de l'apoptose. Par exemple, nous 
avons démontré qu'il s'agissait d'un outil potentiellement intéressant pour étudier la 
stabilité protéique de la caspase-7. 
4.1 Clivage des mutants de la caspase-7 par la protéase TEV in vitro 
Nous avons d'abord démontré que les constructions de caspase-7 modifiées pour 
incorporer un site TEV pouvaient être clivées in vitro en ajoutant de la protéase TEV 
recombinante (Figure 8). Le même type d'expérience a été effectué mais en ajoutant le 
61 
substrat fluorogénique Ac-DEVD-Afc de la caspase-7 comme rapporteur de son activité 
ce qui permet de détecter l'activation immédiate de la caspase-7 dans une réaction 
enzymatique couplée (Figure 9). Cette expérience a permis de déterminer que certains 
mutants étaient inactifs (caspase-7TevlA, TevlB, TevlC), fort possiblement parce que 
leur conformation ne permettait plus la formation ou l'activité de la pochette de liaison du 
substrat. L'emplacement du site de clivage par la TEV a d'abord été testé sans changer la 
longueur du CID i.e. par un remplacement des acides aminés (référer à la Figure 6A). 
Pour le mutant imitant un clivage au site 1 de la caspase-7, l'intégration du site de clivage 
après les résidus TELD192 du CED a donné le mutant caspase-7TevlA. Cependant, 
l'activité catalytique de celui-ci n'était pas mesurable suggérant qu'il est inactif. En 
analysant le modèle tridimensionnel de la caspase-7 active obtenu par cristallisation 
(Figure 5)(Wei et al, 2000; Riedl et al., 2001), il est possible de remarquer que certains 
résidus situés à proximité du site 1 peuvent interagir avec d'autres résidus et ainsi 
contribuer à la conformation active de la caspase-7. Effectivement, il a été démontré 
récemment que la mutation de l'Iléus retrouvée au début du site 1 de clivage du CID est 
particulièrement importante pour l'activité catalytique de la caspase-7 en formant des 
liens avec les résidus Lys2i2 et Ile2i3 de l'autre unité catalytique (Boucher et al, 2011). 
Du fait qu'il était important de préserver l'activité catalytique de la caspase-7 
comme gage de bon repliement de la protéine, d'autres mutants ont été générés en 
déplaçant le site d'intégration du motif reconnu par la protéase TEV d'un acide aminé à la 
fois sans changer les résidus retrouvés à la suite du site de clivage. Les mutants caspase-
7TevlB, C, D et E ont ainsi été obtenus et leur activité catalytique déterminée. Les 
mutants caspase-7TevlC, D et E se sont tous avérés actifs une fois clivés par la protéase 
TEV (Figure 9). Cependant, lors de la détermination des paramètres cinétiques (kcat, KM et 
kcJKM) de ces mutants, caspase-7TevlD s'est avéré le mutant de la caspase-7 possédant 
des caractéristiques les plus similaires de celles du type sauvage. Pour ce qui est de la 
caspase-7TevlC, nous avons obtenu un KM élevé mais l'enzyme montrait tout de même 
un comportement type Michaelis-Menten aux concentrations de substrat utilisées ce qui 
n'était pas le cas pour la caspase-7TevlE. Pour cette dernière, nous avons dû procéder à 
une analyse par une relation de pseudo premier ordre afin de déterminer son activité 
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catalytique (JccJKm) suggérant que le KM est anormalement élevé. Dans ces conditions, 
nous ne pouvions déterminer les paramètres kca, et Km indépendamment. 
Quant au mutant imitant un clivage au site 2 (caspase-7Tev2), sa position n'a pas 
été modifiée car il possède une activité catalytique raisonnablement similaire à celle de la 
protéine de type sauvage. De plus, la position du motif TEV pour caspase-7Tev2 est la 
plus représentative d'un clivage au site 2 du fait que la partie N-terminale de la petite 
sous-unité obtenue est inchangée et que seul un remplacement direct d'acides aminés a été 
effectué dans la partie du CDD qui, de toute manière, est perdue après un double clivage. 
Le site 2 du CID de la caspase-7 (NDTD) avait déjà été modifié pour IETD afin de 
faciliter son clivage subséquent par granzyme B dans le cadre d'une étude sur la 
différence d'affinité du domaine BIR2 de XIAP pour les différentes formes clivées de la 
caspase-7 (Scott et al., 2005). Étonnement, ce mutant ne requérait plus l'utilisation de la 
GrB car il clivait les 2 sites très efficacement. L'emplacement du site 2 semble donc plus 
apte à des modifications avec moins de craintes d'interférer de manière délétaire pour 
l'activité enzymatique. 
Pour le mutant de caspase-7 imitant le double clivage, nous nous sommes basés 
sur le mutant du site 1 possédant la meilleure activité catalytique (caspase-7TevlD) afin 
de conserver le plus possible l'activité enzymatique tout en conservant les résidus N-
terminaux de la petite sous-unité du type sauvage (caspase-7TevlD+2). Cependant, un 
simple clivage par la protéase TEV permet d'obtenir la forme active puisque notre 
stratégie consistait à éliminer les résidus situés entre les 2 sites de la construction finale. 
Caspase-7TevlD+2 possède un paramètre cinétique Km comparable à ceux des deux 
autres mutants sélectionnés mais un kca, beaucoup plus faible. La raison de cette faiblesse 
doit être investiguer davantage. 
Nous avons aussi démontré que les trois mutants incorporant un site reconnu par la 
protéase TEV sont clivés avec une efficacité variable possiblement à cause de 
l'accessibilité du site de clivage de la TEV (Figure 10). L'efficacité de clivage très faible 
(kc<JKM de 16 à 390 M'V) est caractéristique de certaines enzymes à haute spécificité 
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envers leurs substrats. Donc, la grande spécificité de la protéase TEV s'accompagne d'une 
faible activité qu'il a été possible de mesurer pour les différents mutants utilisés. 
Comme il a été mentionné plus haut, l'activité de clivage de la caspase-7 par 
granzyme B est une des réactions protéolytiques connues les plus rapides (Zhou et 
Salvesen, 1997). Dans les études de Zhou et Salvesen (1997), il avait été déterminé que 
d'autres protéases à sérine, soit la cathepsine G et la subtilisine peuvent également cliver 
caspase-7 dans son CID et mener à son activation. Ce qui est particulièrement intéressant 
de cette étude est que la cathepsine G clive deux résidus en amont du site 1 de la caspase-
7 et permet tout de même l'activité de la protéine avec des caractéristiques enzymatiques 
similaires à celle clivée au site 1. Cependant, l'activité de ces deux protéases sur la 
caspase-7 est beaucoup plus faible que celle de granzyme B et les auteurs ne croient pas 
qu'elles aient un rôle à jouer dans l'apoptose (Zhou et Salvesen, 1997). Le CID est donc 
un segment très accessible à la protéolyse et nous pouvons aisément y insérer de 
nouveaux sites de clivage. Toutefois, certaines contraintes, encore mal comprises et 
présentes surtout pour les mutants caspase-7TevlA et B, ne permettent pas une mutation 
tout azimut de ce segment. 
4.2 Clivage des mutants de la caspase-7 par la protéase TEV in cellulo 
Les résultats obtenus permettent aussi de démontrer que la protéase TEV peut être 
exprimée et fonctionnelle dans des cellules eucaryotes (HEK293 et HeLa) et non 
seulement dans des bactéries, levures ou lorsque purifiée in vitro. Ce n'est que tout 
récemment que cette protéase est utilisée dans les cellules de mammifères (Wehr et al., 
2008; Williams et al., 2009; Gray et al., 2010). Cela en fait une candidate idéale pour 
imiter des événements de clivage post-traductionnels dans la cellule à cause de son site de 
reconnaissance relativement court et rare et sa très grande spécificité de clivage. Il a 
également été possible de remarquer des différences dans l'efficacité du clivage de la 
caspase-7 modifiée par la protéase TEV in cellulo. Des expériences pilotes ont dû être 
effectuées afin d'obtenir un clivage adéquat ce qui nous a amené à utiliser un compromis 
dans le ratio et la quantité d'ADN de chaque construction afin d'optimiser le clivage par 
la protéase TEV et le niveau d'expression de la caspase. Le ratio d'ADN encodant la 
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protéase TEV vs celui de la caspase-7 a également dû être augmenté pour certaines 
expériences où un clivage le plus complet possible des différents mutants de caspase-7 a 
été nécessaire, par exemple lors de l'expérience de marquage métabolique. Les 
immunobuvardages effectués sur les cellules transfectées ont permis de démontrer que 
l'expression des différentes constructions est efficace et que le clivage a bien lieu dans le 
modèle cellulaire. L'ajout de l'inhibiteur général des caspases zVAD-fmk protège les 
formes clivées de caspase-7 et facilite leur détection suggérant que le niveau d'expression 
et en partie dicté par l'induction ou non de l'apoptose, ce qui est attendu puisque 
l'ensemble des activités cellulaires, incluant la synthèse de novo de protéine, est influencé 
par l'apoptose. 
Comme il a été mentionné dans l'introduction, le clivage de PARP est un 
marqueur du phénotype apoptotique. Celui-ci avait faiblement été observé lors de la 
cotransfection de la caspase-7Tev2 avec la protéase TEV humanisée. Le faible taux de 
conversion de la PARP pourrait être expliqué par le fait que l'apoptose induite par la 
caspase-7 seule n'est que partielle car aucune autres caspases n'est activées par la 
caspase-7 (Denault et Salvesen, 2003b). Par exemple, le démantèlement nucléaire induit 
par le clivage des lamines nucléaires est absent puisque la caspase-6 n'est pas activée dans 
notre système. Nous avons donc modifié l'expérience afin de vérifier la capacité des 
différents mutants à cliver PARP. Les résultats obtenus nous ont permis de remarquer que 
le clivage de PARP est détectable avec une concentration plus faible du mutants clivé 
caspase-7TevlD qu'avec caspase-7Tev2. Il est important de rappeler que nous observons 
le clivage à une concentration physiologique de caspase-7 (<25 nM). De plus, le mutant 
caspase-7TevlD+2 ne semble pas capable de cliver PARP une fois activé. En fait, 
l'activité sur la PARP est en adéquation avec celle observée sur le peptide fluorogénique : 
caspase-7TevlD étant plus efficace que caspase-7Tev2, qui, à sont tour, est plus efficace 
que caspase-7TevlD+2 qui ne semble pas active aux concentrations utilisées. Les 
expériences de cytométrie de flux détectant la liaison de l'annexine V ont donné des 
résultats semblables i.e. caspase-7TevlD+2 ne semble pas pouvoir activer l'apoptose 
contrairement aux autres mutants. Il est intéressant de noter que cette capacité des 
différents mutants à induire l'apoptose semble corréler à leur capacité à être clivé par la 
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protéase TEV; caspase-7TevlD étant le mieux clivé et caspase-7TevlD+2 le mutant le 
moins bien clivé. De plus, la même corrélation est observée pour ce qui est de l'activité 
catalytique des mutants de caspase-7 (Tableau 2). Une fois ces deux facteurs pris en 
compte, cela peut expliquer qu'une population de cellules exprimant la caspase-
7TEV1D+2 n'entrera pas en apoptose lorsque cette dernière est clivée par la TEV parce 
que la conversion est moins bonne et qu'une fois activée, la caspase-7 est de toute 
manière moins active. Le contraire s'applique aux cellules transfectées avec les mutants 
caspase-7TevlD et caspase-7Tev2 en présence de la protéase TEV. Dans le présent 
contexte, nous ne pouvons cependant pas rationaliser de lien entre l'efficacité d'activation 
par la protéase TEV et l'activité enzymatique de la caspase-7 obtenue. 
Afin de palier au problème d'activation qui est rarement complet, du moins dans 
nos essais, la mise au point d'un adénovirus exprimant la protéase TEV est actuellement 
en cours dans le laboratoire. Cela permettra de ne plus avoir à effectuer de double 
transfection en amenant comme avantage principal l'infection très efficace de presque 
toutes les lignées cellulaires (incluant les lignées primaires) et un contrôle plus fin du 
niveau d'expression de la protéase d'une expérience à l'autre. De plus, l'utilisation d'une 
technique différente pour l'expression de l'activateur (protéase TEV) et l'activée 
(caspase-7) permettrait de mieux optimiser chacun indépendamment. Aussi, les vecteurs 
adénoviraux peuvent être utilisés in vivo dans certains cas. Il est probable que les essais de 
morts cellulaires, particulièrement avec les mutants moins actifs, soient plus efficaces s'il 
y a augmentation de la quantité de caspase-7 activée en utilisant un adénovirus plutôt 
qu'une double transfection. 
Lors des essais de mort cellulaire, il est intéressant de remarquer que les différents 
tests présentés sont liés à des événements apoptotiques précoces; soit un substrat direct de 
la caspase-7, le transfert du phosphatidylsérine à la surface de la cellule ou des 
changements morphologiques observables en microscopie. Des expériences ont également 
été effectuées afin de vérifier des événements plus tardifs de l'apoptose tel que la 
fragmentation internucléosomale de l'ADN vérifiée par un essai TUNEL (Terminal 
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) et par migration de l'ADN total sur 
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gel d'agarose. La perte de l'intégralité membranaire a également été vérifiée à l'aide de la 
trousse Guava Viacount kit (Millipore), un essai basé sur la différence de perméabilité 
membranaire des cellules en apoptose à un colorant de l'ADN comparativement aux 
cellules saines. Cependant, les résultats obtenus avec ces différentes techniques ont été 
non conclusifs. Donc, il semble que les conséquences apoptotiques précoces sont plus 
facilement observables lors de l'activation des différents mutants de la caspase-7 que ceux 
tardifs. Il faut cependant noter que seule la caspase-7 est activée dans ce modèle et que 
lorsque la cellule entre normalement en apoptose, il y a aussi activation de toutes les 
caspases exécutrices. Les caspases-3 et 6 peuvent avoir des rôles particulièrement 
nécessaires pour les événements apoptotiques tardifs en clivant différents substrats que 
l'activation de la caspase-7 seule ne permet pas. Malgré que cette activation soit suffisante 
pour entraîner la mort cellulaire, une interrogation subsiste à ce niveau : est-ce que les 
événements tardifs de l'ADN sont induits également dans les conditions et le modèle 
cellulaire utilisés? Une réponse partielle peut être le niveau d'activité caspase obtenu avec 
la caspase-7 seule. En fait, lorsque les niveaux sont très élevés comme lors de la 
surexpression de la caspase-7 de type sauvage (plus active que nos mutants TEV), 
l'étendue des dommages apoptotiques est similaire à une induction de l'apoptose par la 
surexpression de la protéine pro-apoptotique Bax (Denault et Salvesen, 2003b), qui cause 
l'activation de toutes les caspases exécutrices via l'activation de la voie mitochondriale et 
la caspase-9. Dans notre cas cependant, l'activation des caspase-7 TEV se fait directement 
et leur activité est moindre ce qui peut expliquer la moindre étendue des phénotypes 
apoptotiques. 
4.3 Utilisations de la protéase TEV 
Ces dernières années, différentes études ont utilisé la protéase TEV comme outil 
tel que rapporté dans l'introduction. L'équipe du Dr. Nasmyth l'a utilisée comme outil 
dans le cadre de travaux sur la cohésine, une protéine nucléaire essentielle à la bonne 
ségrégation des chromatides sœurs durant la mitose et la méiose (Uhlmann et al., 2000; 
Pauli et al., 2008). Cette protéase a également été utilisée dans un système de protéine de 
fusion en fusionnant la partie N-terminale de la protéase TEV à une première protéine 
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d'intérêt et la partie C-terminale de la protéase à une deuxième protéine. L'interaction des 
deux protéines permet de retrouver l'activité de la protéolytique qui peut être détectée 
avec un système rapporteur. Une autre construction du même type a été appelée split-TEV 
et s'active seulement lors de l'ajout de rapamycine au milieu (Wehr et al., 2006; Gray et 
al., 2010). Notre équipe a collaboré à une publication qui utilise la protéase TEV dans le 
but de démontrer que la dimérisation et le clivage du CDD de la caspase-8 sont nécessaires 
à son activation in cellulo (Oberst et al., 2010). Nos résultats démontraient la capacité de 
la protéase TEV à cliver une autre caspase afin d'induire l'apoptose. Dans l'étude 
mentionnée, il s'agissait de la caspase-7Tev2. 
L'utilisation de la protéase TEV in cellulo s'avère donc une technique 
particulièrement intéressante pour l'étude d'une protéine subissant un événement de 
clivage post-traductionnel. Il est ainsi possible de cliver la protéine d'intérêt en 
contournant la voie standard menant à son clivage. Dans bien des cas, cela peut être 
avantageux puisqu'on peut éviter l'utilisation d'inhibiteur de protéases, jamais 
complètement spécifiques, et n'influencer que le clivage d'une protéine et non de 
l'ensemble de ses substrats. De plus, des études sont couramment effectuées sur des 
protéines tronquées. Cependant, dans certains cas la protéine complète doit être exprimée 
afin d'obtenir la bonne conformation finale de celle-ci. Un exemple de ceci pourrait être la 
protéine Tau qui stabilise les microtubules et dont sa forme clivée est reliée au 
développement de la maladie d'Alzheimer. Son clivage se fait par les caspases exécutrices 
et entraîne un changement de conformation (Mondragon-Rodriguez et al., 2008). Il serait 
donc possible de remplacer le site de clivage des caspases par le site de la protéase TEV 
afin de contrôler facilement le changement de conformation dans un modèle sans agir sur 
d'autres voies cellulaires. Les protéines avec plusieurs passages transmembranaires 
pourraient aussi bénéficier d'une telle approche puisque leur insertion dans la membrane 
est passablement compliquée, augmentant ainsi les chances de nuire à sa topologie 
lorsqu'exprimée tronquée. Dans d'autres cas, des régions clivées sont importantes pour 
l'acheminement de la protéine au bon compartiment cellulaire. Par exemple, plusieurs 
précurseurs de protéines destinées au transport à la matrice mitochondriale ou au stroma 
du chloroplaste possèdent une séquence en N-terminal servant de signal pour la 
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translocation à travers les membranes. Cette séquence est ensuite clivée par des peptidases 
spécifiques à ce type de signaux (Schleiff et Becker, 2011). En remplaçant le site de 
clivage pour celui reconnu par la protéase TEV, il pourrait être possible de garder le 
signal en contrôlant le clivage subséquent afin d'étudier la nécessité du clivage de ces 
séquences sur la localisation de la protéine une fois dans l'organite. Le clivage par la 
protéase TEV permet de contrer ces problèmes et de se rapprocher de l'événement de 
clivage normalement subi par la protéine. Il est probable que de plus en plus d'études 
utiliseront cette protéase comme outil pour le clivage contrôlé. 
4.4 Stabilité protéique 
Des différences de stabilité protéique ont été observées entre la caspase-7 pleine 
longueur et celle de caspase-7MAAN dans les essais dans lesquels nous inhibions la 
synthèse protéique à l'aide du cycloheximide ou la dégradation protéique en utilisant 
l'inhibiteur du protéasome MG-132. Cependant, ces différences n'ont pas été observées 
lors des expériences préliminaires de marquage métabolique afin de déterminer la demi-
vie des différentes formes de la caspase-7. Pourtant, cette dernière méthode est considérée 
comme supérieure aux autres puisqu'aucune fonction cellulaire n'est affectée par le 
marquage aux radioisotopes tandis que l'utilisation d'agents tels le cycloheximide et le 
MG-132 ont des effets sur l'ensemble des fonctions cellulaires. Les résultats exploratoires 
obtenus démontrent cependant une différence dans la stabilité de la caspase-7 
dépendamment des différents clivages effectués. Un clivage au site 1 semble déstabiliser 
la caspase-7 en augmentant sa vitesse de dégradation par rapport aux autres formes de la 
caspase-7. Les travaux du groupe de Varshavsky sur la N-end rule ont permis de générer 
des outils bioinformatiques permettant de prédire la demi-vie approximée d'une protéine 
se conformant à cette règle (site web http://protein-n-end-rule.tk/). Basé sur cette 
prédiction, il est intéressant de noter que toutes les formes de la caspase-7 créées lors de 
cette étude auraient en théorie la même demi-vie sauf lorsqu'il y a clivage du CED au site 
1 ce qui devrait donner une caspase-7 possédant une demi-vie environ 2,3 fois plus courte 
que les autres, ce qui concorde avec nos résultats préliminaires. Cependant, il semble 
également y avoir une différence observable au niveau de la dégradation de la protéine 
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lors du clivage du peptide N-terminal par rapport à la forme pleine longueur ce qui n'est 
pas en accord avec les prédictions de la règle du N-end rule. Cependant, le clivage du 
peptide N-terminal, une région riche en résidus chargés négativement (9 résidus Glu/Asp 
vs. 0 Lys/Arg/His), pourrait changer la conformation de la protéine dans cette région et, 
par exemple, libérer des acides aminés lysine qui peuvent ensuite être accessible à 
l'ubiquitinylation. En effet, il existe 6 résidus lysine dans les 25 acides aminés suivant le 
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site de clivage du peptide N-terminal dont un patch multibasique (K KKK). Des études 
de RMN et de mutagénèse sont présentement en cours dans le laboratoire en collaboration 
avec une équipe de l'Université de Californie à San Diego. 
Le second domaine BIR de la protéine XIAP est reconnu pour utiliser 2 sites de 
liaisons pour inhiber la caspase-7 (Scott et al., 2005). Un de ces sites implique la liaison 
de quelques résidus en N-terminal de la petite sous-unité. Dans l'étude, les auteurs avaient 
étudié 2 formes clivées de la capsase-7 (analogues à nos mutants caspase-7TevlD ou 
TevlD+2) et concluaient que le clivage au site 2 rendait l'inhibition plus de 10 fois plus 
efficace. Puisque XIAP possède un domaine E3 ubiquitine ligase qui pourrait catalyser 
son auto-ubiquitinylation mais également l'ubiquitinylation d'autres protéines (Yang et 
al., 2000; Galban et Duckett, 2010), il est possible que cette différence d'affinité indique 
également une différence dans l'ubiquitinylation de la caspase-7. 
Dans l'étude récente de Gray et collègues (2010) dans laquelle la split-TEV a été 
utilisée afin de démontrer que l'activation de la caspase-3 ou -7 induit l'apoptose 
contrairement à l'activation seule de la caspase-6, l'inhibition du protéasome a également 
été testée (MG-132 et bortezomib). Leur utilisation a renforci la sévérité du phénotype 
apoptotique observé, fort possiblement en empêchant la dégradation des caspases-3 et -7. 
De plus, la caspase-6 qui était incapable d'induire l'apoptose à elle seule le devenait 
lorsqu'il y avait inhibition du protéasome. Ces résultats tendent à appuyer l'implication du 
protéasome dans la régulation de la caspase-7 et des autres caspases exécutrices, et 
possiblement dans l'activation de l'apoptose ce qui rend encore plus pertinentes nos 
études. De plus, la même étude a révélé qu'il y a inhibition du protéasome suite à 
l'activation des caspases. Une hypothèse intéressante serait que cette inhibition du 
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protéasome, en plus de permettre une préservation d'énergie qui sera utile pour le 
processus apoptotique, protège également les caspases déjà activées. 
L'intérêt des deux événements de clivage dans le CID de la caspase-7 pourrait 
donc s'expliquer en partie par un besoin de stabilisation de la protéine lors du clivage au 
site 2. Rappelons que le site 1 est préférentiellement clivé et qu'un seul événement de 
clivage est requis pour l'activation de la caspase-7 (Denault et al., 2006; Boucher et al., 
2011). Ceci amène quelques questions importantes. 
La caspase-7 étant principalement clivée au site 1 lors de l'apoptose. Aussi, il a été 
postulé que le clivage au site 2 survient dans les cas d'activation des caspases excessifs 
(Scott et al., 2005). Donc, quel est l'intérêt d'avoir ces deux sites de clivage ? Il pourrait y 
avoir des différences physiologiques lors de ces différents clivages qui n'ont pas encore 
été déterminés. Dans ce cas, quel intérêt la cellule pourrait-elle avoir d'activer une 
caspase-7 "non-stabilisée" ? La cellule pourrait par exemple activer la caspase-7 sans 
enclencher l'apoptose afin de cliver certains substrats pour d'autres tâches que la mort 
cellulaire. Il pourrait également y avoir une modification de la préférence du substrat qui 
peut être mis en relation avec la différence d'affinité des formes clivées de caspase-7 avec 
le domaine Bir2 de XIAP (Scott et al., 2005). Différentes études récentes ont démontré 
que le rôle de plusieurs caspases ne se limitait pas seulement à l'apoptose mais implique 
également le clivage d'autres protéines impliquées dans la régulation cellulaire tels que la 
répression de la transcription génique (Scott et al., 2008), la maintenance de la tolérance 
des cellules T (Puga et al., 2008) et la différentiation cellulaire (Zeuner et al., 1999). De 
plus, des différences dans le contrôle de l'activation des caspases ont déjà été démontrées 
dans différents organismes tels que chez la drosophile dans laquelle l'activation des 
caspases est directement dépendante des inhibiteurs dIAPl/2 (Drosophila inhibitor of 
apoptosis) (Leulier et al., 2006). Des vestiges de ces mécanismes pourraient se retrouver 
également chez l'homme et être influencer par l'état de clivage de la caspase. Une autre 
question à se poser est : est-ce que le clivage aux sites 1 et 2 dépend de la force des 
stimuli apoptotiques ? Il a déjà été démontré que les cellules de type II nécessitent une 
coactivation de la voie extrinsèque et intrinsèque pour entrer en apoptose contrairement 
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aux cellules de type I (Jost et ai, 2009). Il est possible que les différents clivages du CID 
des caspases possèdent un rôle dans cette sensibilité variable, surtout que ce phénotype est 
dépendant du niveau d'XIAP (Jost et al., 2009) dont l'efficacité varie selon le site clivé 
(Scott et ai, 2005). D'autres différences, encore inconnues, sont également possibles dans 
la régulation des différentes caspases. 
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Conclusions et perspectives 
Dans cette étude, nous avons : 
1) démontré que la protéase TEV peut être utilisée aussi bien in vitro qu'in cellulo 
afin de cliver une protéine d'intérêt modifiée avec sa séquence spécifique 
et 
2) créé un modèle des différents événements de clivage de la caspase-7 qui peut 
être contrôlé et servir à étudier les différentes formes de la caspase-7 
La suite de cette étude permettra une meilleure compréhension du rôle de la 
caspase-7 en général et de sa stabilité cellulaire en particulier. Ultimement, ces 
connaissances pourraient être appliquées afin de contrôler le processus apoptotique des 
cellules, particulièrement lorsqu'il y a activation excessive de la caspase-7. L'inhibition 
thérapeutique de celle-ci peut être obtenue avec des inhibiteurs synthétiques ou naturels 
des caspases tels que le second domaine BIR d'XIAP ou l'inhibiteur de caspase de 
baculovirus p35 (Lamkanfi et Kanneganti, 2010). Cependant il est important de bien 
comprendre les effets secondaires possibles avant de penser à un traitement impliquant 
une inhibition des caspases ou bien leur activation. Quelques groupes ont utilisé 
l'activation de différentes caspases afin de tuer des cellules dans différents contextes 
(MacCorkle et al, 1998; Fan et al, 1999; Nor et al, 2002). Cependant, l'intérêt de ces 
techniques est limité pour le moment, entre autres parce qu'il s'agit de protéines, 
difficilement amendable à la thérapie, et qu'il existe plusieurs autres moyens de tuer des 
cellules. De plus, le manque flagrant de sélectivité cellulaire (cell targeting) est un frein 
important à l'utilisation de caspases actives si toutes les cellules sont ciblées. L'intérêt de 
l'utilisation de la protéase TEV a quant à elle déjà été démontrée dans différents 
organismes et sa facilité d'utilisation et sa grande spécificité sont les deux points lui 
assurant une utilisation comme protéase de choix dans plusieurs études à venir. 
Ces résultats démontrent donc la possibilité d'utiliser cette méthode afin d'étudier 
les différentes formes de protéines sujettes à des événements de clivage dans différents 
modèles, dans notre cas la caspase-7. La suite directe des expériences portera sur la 
détermination de la stabilité protéique des différentes formes de la caspase-7 et 
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l'implication des différences de stabilité dans le processus apoptotique, si nous 
réussissons à le confirmer. 
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